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RESUMO 

 

A família Arecaceae, constituída por 250 gêneros e 2.600 espécies, com distribuição mundial 

e cultivada em diferentes países com clima tropical e adaptadas a uma variedade de climas e 

solos. No Brasil, foram catalogados 37 gêneros nativos, com 288 espécies, das quais 123 são 

endêmicas e as palmeiras que apresentam com as espécies comerciais e de grande importância 

econômica mundial são Cocos nucifera L. (1758) e Elaeis guineenses Jacq. O coqueiro, é uma 

cultura de grande importância para o Brasil, devido ao seu potencial socioeconômico. Uma 

das limitantes na produção de coco são a incidência de pragas e de doenças nos coqueirais 

brasileiros que constituem um problema na exploração e propiciam uma baixa produtividade, 

podendo ser observadas as presenças de insetos considerados pragas desde o início da 

implantação das mudas até a fase adulta. Durante a etapa do crescimento, entre os 4 a 5 anos, 

é intensa a ação das coleobrocas, cujas larvas se alimentam dos tecidos internos da planta. 

Dentre as principais pragas de interesse econômico citamos Rhynchophorus palmarum e a 

praga quarantenária A1 para Brasil Rhynchophorus ferrugineus, as quais pertencem à família 

Curculionidae da ordem Coleoptera, se alimentam e ovipositam em plantas da família 

Arecaceae, seus hospedeiros habituais. Para mitigar os danos causados por estes insetos, são 

realizadas associações de vários métodos agronômicos, dentre eles citamos: o uso do 

feromônio de agregação com atrativos alimentares utilizado em baldes tipo armadilha; de 

fungos entomopatogênicos como Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. e Metharizium 

anisopliae (Metchnikoff) Sorokin como controladores biológicos para diminuir as populações 

dos insetos. Visando a busca por métodos de controle sustentáveis para culturas de palmeiras, 

realizou- uma análise bibliográfica a fim de mapear desenvolvimentos científicos e 

tecnológicos para o controle de R. palmarum e R. ferrugineus. O objetivo principal desta 

pesquisa foi caracterizar os COVs dos fungos entomotogênicos para o controle de R. 

plamarum como um modelo preventivo para R. ferrugineus em Arecaceae. Para a extração 

dos voláteis dos Fungos Entomopatogenicos (FEs) usou-se um sistema de aeração por um 

período de 24 horas.  Após dessorção com hexano os extratos foram analisados por CG-DID, 

CG-EM, CG-EAG e realizados bioensaios. A identificação morfológica dos FEs baseou-se na 

técnica de microcultivo em médio BDA e para a molecular os isolados foram submetidos ao 

protocolo de extração de DNA, amplificação e sequenciamento, utilizando os marcadores ITS-

rDNA (Internal Transcrito Spacer) e α-TEF (Translation Elongation Factor-1α). Nos 

bioensaios de patogenicidade utilizou-se os isolados nativos denominados CVAD01, 

CVAD02, CVAD06 em relação B. bassiana CPATC/032 e B. bassiana isolado comercial, na 

suspensão fúngica de 1,0 x 109 conídios/mL. As análises morfológicas e filogenética 

possibilitaram a identificação dos FEs nativos pertencentes a espécie B. bassiana. Os testes 

de patogenicidade causaram alta mortalidade para R. palmarum em relação às testemunhas.  

O extrato do isolado CVAD01 não apresentou atividade no olfatômetro, enquanto CVAD02 

foi ativo, porém ambos extratos foram bioativos no teste eletrofisiológico. As análises 

cromatográficas dos extratos indicaram a presença de dois álcoois, três hidrocarbonetos 

aromáticos e alifáticos, dois monoterpenos e três cetonas. Conclui-se que isolados nativos de 

B. bassiana e os compostos identificados podem ser bioprodutos com potencial para uso no 

controle dessas coleobrocas.  

 

Palavras chave: Arecaceae. Cocos nucifera. Beauveria spp. R. palmarum. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT  

 

 

The Arecaceae family, consisting of 250 genera and 2,600 species, with worldwide 

distribution and grown in different countries with tropical climate and adapted to a variety of 

climates and soils. In Brazil, 37 native genera are catalog, with 288 species, where 123 are 

endemic, among the commercial species Cocos nucifera L. (1758) and Eleais guinenses. One 

of the limitations in the production of coconut in Brasil, is the incidence of pests and diseases 

in coconut trees, which are a problem in the farm and provide low productivity, and can be 

observed the presence of insects considered pests initially in the beginning of plantation, the 

seedlings until harvest. During the growth stage, between 4 and 5 years, the action of insect 

borers is intense, whose larvae feed on the internal tissues of the plant. Among the main pests 

of economic interest, we mention Rhynchophorus palmarum and the quarantine pest A1 to 

Brasil Rhynchophorus ferrugineus, belonging to family Curculionidae and order Coleoptera, 

feed and oviposit on plants of the family Arecaceae, their usual hosts. To mitigate the damage 

caused by these insects, several agronomic methods are associated, among which are mention: 

the use of aggregation pheromone with food attractive used in trap-type buckets; of 

entomopathogenic fungi like Beauveria bassiana and Metharizium anisopliae as biological 

controllers to decrease insect populations. Aiming at the search for sustainable control 

methods for palm cultures, a bibliographic analysis was carried out in order to map scientific 

and technological developments for the control of R. palmarum and R. ferrugineus. The main 

objective of this research was to characterize the VOCs of entomotogenic fungi for the control 

of R. plamarum as a preventive model for R. ferrugineus in Arecaceae. For the extraction of 

volatiles from Entomopathogenic Fungi (EFs) an aeration system was used for a period of 24 

hours. After desorption with hexane the extracts were analyzed by GC-DID, GC-EM, GC-

EAG and bioassays performed. The morphological identification of the EFs was based on the 

microculture technique in medium PDA and for the molecular technique, the isolates were 

submitted to the DNA extraction, amplification and sequencing protocol, using the ITS-rDNA 

(Internal Transcript Spacer) and α-TEF (Translation Elongation Factor-1α). In the 

pathogenicity bioassays, native isolates called CVAD01, CVAD02, CVAD06 were used in 

relation to B. bassiana CPATC/032 and B. bassiana commercial isolate, in a fungal 

suspension of 1.0 x 109 conidia/mL. The morphological and phylogenetic analyzes allowed 

the identification of native EFs belonging to the species B. bassiana. Pathogenicity tests 

caused high mortality for R. palmarum compared to controls. The extract of the isolate 

CVAD01 showed no activity in the olfactometer, while CVAD02 was active, but both extracts 

were bioactive in the electrophysiological test. The chromatographic analyzes of the extracts 

indicated the presence of two alcohols, three aromatic and aliphatic hydrocarbons, two 

monoterpenes and three ketones. It is concluded that native B. bassiana isolates and the 

identified compounds can be bioproducts with potential for use in the control of these beetles. 

 

 

Keywords: Arecaceae. Cocos nucifera. Beauveria spp. R. palmarum. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 As Arecaceas ocorrem em todas as regiões tropicais e subtropicais do mundo, são de 

grande importância ecológica e econômica, exibem padrões espaciais e espécies com ampla 

distribuição e diversidade adaptadas a uma variedade de climas e solos (SOARES et al. 2014; 

EISERHARDT et al. 2011). É constituída por 250 gêneros e 2.600 espécies (DRANSFIELD et 

al. 2008).  

 No Brasil, estão catalogados 37 gêneros nativos, com 288 espécies, 123 endêmicas, 

estando alguns gêneros com valor comercial no nível internacional, dentre estes, Cocos nucifera 

L. (LEITMAN et al. 2015). As variedades de coqueiros com abertura no mercado nacional são 

as denominadas Typica (variedade gigante) e Nana (variedade Anã). As cultivares “Anã 

amarela e Anã vermelha” não possui uma boa demanda por relacionarem à cor ao estágio de 

maturação avançado do coco verde (FLORA DO BRASIL, 2020). 

 Segundo dados da FAO (2018), para o período compreendido entre 2012 a 2018, o cultivo 

do coqueiro foi praticado em 92 países, destacando Ásia com (83,6%), seguidos do continente 

Americano com (8,5%), Oceania (4,6%) e África (3,4%) da produção anual. Em relação aos 

países, os maiores produtores, em ordem decrescente são: Indonésia, Filipinas, Índia, Brasil e 

Sri Lanka, dentre outros países que somaram 52 milhões de toneladas, representando 83.2% da 

produção mundial. 

 No Brasil, a área plantada em 2018 foi de 198 mil ha (FAO, 2018). A região Nordeste 

corresponde a 82,9% da área colhida de coco do Brasil e 74% da produção nacional. O coqueiro, 

por ser uma planta de clima tropical, teve uma rápida disseminação pelo litoral nordestino, por 

encontrar na região características edafoclimáticas favoráveis para o cultivo, ocupando um 

ecossistema com poucas possibilidades de outras explorações comerciais, tendo um grande 

significado social para região. 

 Os estados nordestinos com maior área em produção de coco do Brasil para o ano de 

2018, destacam-se a Bahia, seguida do Ceará, Sergipe e Alagoas, que juntas correspondem a 

mais de 146.855 ha de terra (IBGE, 2018). 

 A produção de coco é de grande importância econômica e também social para região 

nordeste, devido a diversidades de produtos gerados a partir do beneficiamento, tais produtos 

podem ser de caráter artesanal, matéria-prima para indústria de cosméticos e alimentícios, na 

construção de casas, no uso tradicional do coco in natura, gerando oportunidades de emprego 

e renda às comunidades (FERREIRA et al. 1998).  
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 Todavia, uma das limitantes na produção de coco é a incidência de pragas e de doenças 

nos coqueirais brasileiros, que constituem um problema na exploração e propiciam uma baixa 

produtividade. A presença de insetos-praga, conhecidos como coleobrocas, são observados nas 

lavouras desde o início da implantação das mudas até a fase adulta.  

Dentre as coleobrocas de interesse econômico está Rhynchophorus palmarum 

(Coleoptera: Curculionidae), conhecido como broca-do-olho-do-coqueiro, principal praga em 

plantações de coco (Cocos nucifera) e dendê (Elaeis guineenses). O aumento das populações 

de R. palmarum é favorecido pelo hábito críptico das larvas, com crescimento endofítico. As 

galerias formadas dentro da planta os protegem de possíveis inimigos naturais e de inseticidas, 

e é responsável pela transmissão do nematoide Bursaphelenchus cocophilus Coob 

(Aphlenchida: Parasitaphelenchidae), o agente causador da doença do anel vermelho, 

denominado no complexo besouro-nemátodo, com um registro único que aumenta os danos às 

palmeiras na América (FERREIRA, 2002).  

Em 2018, R. ferrugineus foi decretado no Brasil como praga quarentenária A1, com 

distribuição geográfica desde Indonésia até América do Sul, com presença nas Ilhas de Curaçao 

e Arruba (FIABOE, 2012) causando grandes prejuízos em palmeiras ornamentais na Europa e 

Ásia (EPPO, 2020).  

Nesta perspectiva, o manejo integrado de pragas surge como uma alternativa 

ambientalmente sustentável no uso de controle naturais de insetos com importância econômica, 

possibilitando um novo conceito de manutenção dos sistemas produtivos. Dentre as estratégias 

de controle de artrópodes para mitigar os danos causados por insetos pragas, são utilizados o 

feromônio de agregação associado com compostos orgânicos voláteis, como também 

parasitoides, predadores e de patógenos, capazes de regular a população de pragas importantes 

no campo.  

Neste viés, os fungos entomopatogênicos como Beauveria bassiana e Metarhizium 

ansilople são muito utilizados nessas estratégias. São microorganismos que podem induzir uma 

doença específica, infectando os insetos em vários nichos, causando epizootias e também 

produzir compostos orgânicos voláteis durante o processo de infecção. Tais compostos 

representam uma fonte de compostos promissores ao biocontrole, estes com caráter antifúngico, 

inseticida, atraentes, nematicidas e repelentes de artrópodes (KANDASAMY et al. 2016; 

WERNER et al. 2016; XU et al. 2015; STENBERG et al. 2015; GUARINO et al. 2014)  

Baseado nessas premissas, esta pesquisa tem por objetivo geral caracterizar COVs dos 

fungos entomotogênicos para o controle de R. plamarum como um modelo preventivo para R. 
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ferrugineus em Arecaceae. Os objetivos específicos tem por finalidade (i) realizar uma análise 

bibliográfica a fim de mapear desenvolvimentos científicos e tecnológicos para o controle de 

R. palmarum e R. ferrugineus em Arecaceae; (ii) caracterizar os Compostos Orgânicos Voláteis 

(COVs) emitidos por fungos entomopatogênicos nativos; (iii) identificar os isolados de fungos 

entomopatogênicos nativos com técnicas de morfologia taxonômica e molecular, como também 

verificar a patogenicidade destes isolados em relação a adultos R. palmarum, de maneira a 

proporcionar conhecimentos em biocontrole como um modelo preventivo para R. ferrugineus, 

frente à chegada deste inseto no território Nacional, considerado praga quarentenária A1. 

Portanto, os capítulos aqui apresentados circundam em relação ao controle do inseto R. 

palmarum, como modelo de estudo preventivo para R. ferrugineus. 
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Abstract 

Dalbon, V.A., J.P.M. Acevedo, A.E.G. Santana, H.F. Goulart, I. Laterza, A. Riffel, A. Negrisoli Jr, B. Lohr 

and F. Porcelli. 2019. Early detection and preventive control of Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera 

Curculionidae): a quarantine pest in Brazil. Arab Journal of Plant Protection, 37(2): 130-135.  
Red palm weevil (RPW) Rhynchophorus ferrugineus was described as pest from tropical Asia, Mediterranean Europe, 

North Africa and America (California USA, 2009 and Curacao and Aruba, 2011). There is a risk for RPW invasion in South 
and Central America, where the weevil could infest economic palms as coconut and Guinean oil palm. The possible invasion 

represents a severe risk to Brazilian agriculture, and now RPW is an A1 quarantine pest with pending alert. Having available a 
preventive strategy of monitoring and control before the pest enters the Country would mitigate the threat for the agriculture. 

Because of this we are developing in Brazil a semiochemical and biological control based strategies for RPW early detection 
and control. We set tests with Ferrugineol in olfactometer and lured traps in field to evaluate that semiochemical use to evaluate 

luring of the South American palm weevil (SAPW) Rhynchoporus palmarum as a model pest. Moreover, biological control 
agents such as entomopathogenic fungi and nematodes are now available for virulence bioassays in Brazil. Field tests will be 

conducted with a combination of semiochemical and biological agents to determine the level of control with R. palmarum. 
Subsequently, tests with RPW outside Brazil will be carried out. We expect to find promising combination of mass trapping 

and biocontrol agent to propose an effective action for the RPW management and the contemporary evaluation of its control 
efficacy. The study will suggest a new component to develop sustainable control strategies by the joining of intercontinental 

experiences and approaches. Keywords: Palmaceae, pest alert, insect attack, microbial control, ethological control, America.  

 
 

Introduction1  

  
Red palm weevil, Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1970) (Coleoptera: Curculionidae), hereafter RPW, is 

endemic in large areas of Asia, but has invaded the Middle East and Europe in the 1980´s, and more recently North 

America and the Caribbean. The adult beetles are relatively large, ranging from two to four centimeters long, and 

usually exhibit a rusty red color. However, many color variants exist, which often lead to mis-identifications 

(Rugman-Jones   et al. 2013). The larvae excavate galleries up to a meter long and propagate microorganisms 

(Scrascia, et al., 2016) in the stipe of a palm trees, thereby weakening and eventually killing the host plant. As a 

result, the weevil is considered a major pest in palm plantations in the world, including the coconut palm, date 

palm and oil palm (Rochat el al., 2017).  
Since 1972 RPW was detected and initiated dispersion in tropical Asia (Indonesia). Between 1980 to 1994 

its range expanded to India, the Persian Gulf, and Israel until arriving in North Africa and Mediterranean Europe 

(Italy, Portugal and Spain) (Rochat el al., 2017). In 2009 RPW was detected in California and in December 2008 

in the Caribbean island of Curacao (Roda et al., 2011) and in 2009 in the Caribbean island of Aruba near the 

Venezuelan coast (Löhr, 2015).   
The arrival of this pest to Curaçao is suspected to be due to the importation of mature date palms from Egypt 

for landscaping in hotel and residential developments (Roda et al., 2011). Shipments of palms from Curacao to 

Aruba, and the lack of local phytosanitary policies and regulations, have resulted in the most recent establishment 

of RPW on Aruba. Fiaboe and Roda, (2012) presented prediction maps, based on the adaptability characteristics 

of the pest, with pest establishment likely in all tropical and subtropical environments of South and Central 

America and Central Africa.   
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The first sign of infestation by the pest is yellowing and wilting of palm leaves. The crown wilts first, and 

lower leaves will follow, due to damage to vascular tissue. Major symptoms such as crown loss or leaf wilt are 

usually only visible long after the palm has become infested. By the time these external symptoms are observed, 

the damage is usually sufficient to kill the tree, and the infestation may have been present for six months or longer. 

In high-density infestations, sounds of the larvae burrowing and chewing can be heard by placing one's ear to the 

trunk of the palm. Recent research has been conducted using electronic listening devices or dogs trained to 

recognize the scent of weevils or palm decay to detect infestations at low densities earlier in the process (Rochat 

el al., 2017).  

The prevention of entry of high risk organisms to potentially vulnerable countries is necessary. Such 

prevention can be achieved through offshore mitigation strategies ranging from diagnosis of the presence/absence 

of a pest threat in adjacent countries and/or territories to eradication. The principal risk at present, is the invasion 

of South America by RPW, in particular for the main producer countries of commercial palm species like Brazil 

and Colombia. Brazil has 280,000 hectares cultivated with coconut and 210,000 hectares with oil palms 

(ABRAPALMA, 2017), while Colombia has 30,000 hectares cultivated with coconut and 470,000 hectares with 

oil palms (Dane, 2015.; Abrapalma, 2017) which would be endangered by the eventual invasion of R. ferrugineus.  
  In America, another palm weevil exist, with similar behavior and biology, and can be a model for RPW 

management, called South American palm weevil SPW, Rhynchophorus palmarum (Coleoptera: Curculionidae). 

This weevil is common in virgin forests and in agroecosystems infesting all commercially important palm species 

mainly of Cocos nucifera L. (Arecales: Arecaceae), Elaeis guineensis Jaqc. (Arecales: Arecaceae) (Sánchez and 

Cerda, 1993), in addition to ornamental palm species. The larvae of R. palmarum feed exclusively on live 

vegetative tissue. Studies on the population dynamics of this species in Brazil showed that the maximum adult 

population peaks during the dry season (Schuiling and Van Dinther, 1981). Bain and Fedon (1951) determined 

that R. palmarum is the most important vector of the phytonematode Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) 

(Aphlenchida: Parasitaphelenchidae) which is the causal agent red ring disease of coconut and oil palm disease. 

The nematode is an obligate parasite distributed in all tissues of the plant. Redring disease has reached epiphytotic 

levels in the past (Griffith, 1968). The external symptoms on infested palms are a progressive yellowing of the 

foliar area, destruction of the emerging leaf and flowers necrosis. Leaves start to dry in ascending order in the 

crown; the apical leaf bends and eventually drops. However, these external symptoms are not sufficient for clear 

diagnosis. Internally, the galleries and damage to leaf-stems produced by the larvae are easily detected in heavily 

infested plants. Large economic impact of SPW in South and Central America has been reported in Brazil, 

Colombia, Venezuela and Costa Rica. The larvae of SPW feed on the tender tissue in the crown of the palm, often 

destroying the apical growth area and eventually causing death of the palm. Economic damage depends on the 

palm species and on the number of infesting larvae (Dalbon et al., 2018).  
Esser and Meredith (1987) estimated that several million USD are lost annually due to the association of 

redring disease and SPW. They estimated that 800 ha of coconut plantations were abandoned due to this disease 

in Grenada, with 22% of the coconut palms were infested with red-ring disease. A similar situation seems to be 

common in other countries in America. More recently in Colombia, in the years 2014-2016, the damage of SPW 

in the pacific coast affected 8,000 hectares of coconut palms and 470,000 ha of oil palm. In Brazil R. palmarum 

affected coconut and oil palms an area of at least 250,000 hectares.   
Control strategies have to take into account that SPW is a pest in its own right and a vector of B. cocophilus. 

The control of red-ring disease is currently conducted by controlling the insect vector but there is no efficient 

control method of the nematode. Chemical control of the insect, although often attempted, is not successful 

(Hagley, 1963). Cultural control consisting in the eradication and burning of affected trees reduce infestation. 

Chemical killing and drying of infected plants also reduce infestation (Griffith, 1987), as larvae need living plant 

tissue in order to survive. The most widely used control methods are based on the capture of adults with traps 

baited with rotting plant materials, such as palm tissue, pineapple and sugar cane. Recent traps, use synthetic 

pheromone based to capture the insects. Moura et al. (1989) and Rochat et al. (1991a) showed that males produce 

an aggregation pheromone while feeding, attracting males and females equally. Rochat   et al. (1991b) identified 

the pheromone as 2(E)-6-methyl-2-hepten-4-ol, naming it rhynchophorol.  
SPW was added in 2005 to the EPPO A1 action list, and endangered EPPO member countries are thus 

requested to regulate it as a quarantine pest. Rhynchophorus palmarum presents a significant phytosanitary risk to 

date palms in Central America, North Africa, and to ornamental palms planted throughout the Mediterranean basin. 

At present, an integrated pest management (IPM) system for SPW in South America does not exist. New tools, 

including biological control and further ecological control methods are under development at Universidade Federal 

of Alagoas in Brazil and Embrapa Tabuleiros Costeiros.   
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Potential strategies of early detection and control of red palm weevil in Brazil  

 
The potential control tools for R. ferrugineus before its arrival in South America must lie on a preventive and 

protective approach (Porcelli and Cornara, 2013 and Porcelli et al., 2012), given the previous failure experienced 

in purely mass-trapping based control.  In the specific case of R. ferrugineus, the rapid detection and availability 

of an array of control tools would avoid great economic losses for the permanent crops of coconut and oil palm. 

To develop biological and ethological control strategies for the control of palm weevils (Rhynchophorus palmarum 

and R. ferrugineus) is necessary to evaluate native and exotic biological agents and semiochemicals, to determine 

control efficacy, initially in SPW like pest control, to determine the more effective biocontrol for the future 

containment of RPW in Brazil and South America (Dalbon et al., 2018).  

 

Exploitable foreground   

 
Some examples of biological agents for evaluation, selection and use in IPM for R. palmarum and potentially R. 

ferrugineus, in case of invasion in South America, will be mentioned in this paper.   
  
Microbial Agents: Pathogens like fungi (Beauveria spp., Metarrhizium spp.) and nematodes (Steinernema spp., 

Heterorhabditis spp.,) have been applied to suppress pest populations of SAPW and RPW. A wide range of 

microorganisms suppress pests by producing toxins, causing disease, preventing establishment of other 

microorganisms or possibly by other mechanisms. Such microorganisms include bacterias, viruses, fungi and 

nematodes.   

Entomopathogenic fungi, have been applied in Brazil since the 1990s. Beauveria bassiana strains have been 

isolated from dead weevils (Santana and Lima, 1992). Since then, EMBRAPA has conducted laboratory and field 

bioassays in order to develop the pathogenic B. bassiana strain CPATC 032 as an effective biological control of 

R. palmarum. The inoculation of adults in pheromone traps (capture – release) can be used to disseminate fungal 

conidia to other individuals due to the aggregation behavior. Additionally, fungal suspentions can be sprayed on 

plants (Ferreira and Lima, 1996). Inoculation of fungal conidia of CPATC 032 in combinations with pheromone 

traps have resulted in reduction of insect population level up to 72.2% (Ferreira and LIma, 1996).   
Entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinenrnematidae and Heterorhabditidae) have been described 

as an additional biological agent for control of adults of SAPW. The main research had started in 2014 through 

cooperation between Embrapa Tabuleiros Costeiros and Federal University of Alagoas. Actually in Embrapa in 

alliance with Colombian Corporation of Agricultural Research Center (AGROSAVIA) created a complete 

entomopathogenic nematodes bank with species and native strains like Heterorhabditis amazonensis JPM4.; 

Steinernema carpocapsae Santa Rosa strain.; Heterorhabditis sp. P5.; Steinernema feltiae; Steinernema 

brasiliense; Heterorhabditis amazonensis RS03. Heterorhabditis amazonensis RS05., Heterorhabditis 

bacteriophora, Heterorhabditis amazonensis MSC01. (Acevedo et al.; 2018). For RPW, Heterorhabditis 

bacteriophora and Steinernema carpocapsae applied in field conditions with chitosan formulation, cause over 

80% mortality. Laboratory tests in Brazil indicated that nematodeinduced mortality was significantly greater than 

that produced by the following native nematodes: S. carpocapsae Santa Rosa strain, H. amazonensis strain JPM4, 

S. brasiliense, Heterorhabditis sp P5, with mortalities in larvaes and adults between 80 to 100%. The preliminary 

results suggested that the use of selected EPN species in field experiments are needed to evaluate their potential 

under environmental conditions for the control of SAPW and EPN and could use in RPW trials as a potential 

biological control agent (Acevedo et al., 2018). 

 

Tachinid parasitoids  
The natural occurrence of the tachinid parasitoids Billaea rhynchophorae and Billaea menezesi on larvae of the 

palm weevil Rhynchophorus palmarum (L.) has been documented in plantations of piassava palm (Attalea funifera 

Mart.) and African oil palm (Elaeis guineensis Jacquin), in Ilheus southeastern Bahia, Brazil (Moura   et al., 1993, 

2006). The average parasitism ranged from 40% up to 72%. The bioecology of these parasitoids is currently subject 

of research by a consortium led by AGROSAVIA with contributions of CEPLAC and EMBRAPA with the aim 

to introduce the parasitoids to Colombia. The potential of these parasitoids has been completely overlooked in 

attempts to control R. ferrugineus in the Mediterranean and the Gulf region.  
An artificial method of massive production of this parasitoid is still unavailable. The development of a 

method of mass production for an inundative liberation would be an additional management practice for R. 

palmarum and R. ferrugineus IPM. Mass rearing of tachinid parasitoids on artificial diet has been developed for 
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other tachinid species (Dindo et al., 2006; 2007) and an effort will be made to adapt this technology to Billaea 

spp.  
  

Pest behavior-modifying chemicals  

 
Semiochemicals are important tools for pest management, either for luring pests to traps, or for disrupting mate or 

host location. Pheromone-based trapping systems have been used as an efficient method in RPW IPM. Early 

detection and monitoring help to plan further actions, whereas mass trapping reduces population and infestation 

levels. Hallett et al. (1999) reported that males of RPW were found to produce the aggregation pheromone 4-

methyl-5-nonanol (ferrugineol), which attracts both males and females. The use of pheromone-based trapping and 

an effective management of RPW have been widely demonstrated in the Middle East (Hallett et al., 1999; Soroker 

et al., 2005; Faleiro et al., 2011). The best semiochemical-based trapping system for RPW in Mediterranean basin 

is composed of three main components: trap, ferrugineol (the aggregation pheromone) and natural compounds 

emitted by the host plant (kairomone).  The synthetic kairomone (ethyl acetate/ethanol) was reported to improve 

the attractant level of ferrugineol. The synthetic blend was as effective as the natural kairomones as coattractants 

(plant material + molasses) (Vacas et al., 2017). Though R. ferrugineus and R. palmarum are closely related, they 

do not share the same host plant range. The analysis of volatiles from hosts and non-host plants (green leaves, 

male inflorescence, healthy meristem and decaying tissues) may allow the identification of new kairomones or 

repellents and masking odours.  
  The biological control by using entomopathogenic microorganisms is another important technique to be 

included in any IPM program. The fungi Beauveria bassiana and Metharizium anisopliae causing high R. 

ferrugineus mortality rates, ranging from 60 to 87%, have been described (Gindin et al., 2006.; Dembilio et al., 

2010; Lo Verde et al., 2015). Semiochemical-based control methods including mass trapping and attract and infect 

procedures using entomopathogenic fungi to control RPW have also been reported. Laboratory and field trials 

have shown that these strains have enormous potential for controlling this palm pest.   

  

Perspectives for integrated pest management for all strategies of control against R. 

palmarum and R. ferrugineus in the field in Brazil   

  

The major components of the IPM strategy for R. ferrugineus and R. palmarum are surveillance, trapping 

the weevil using pheromones lures, detecting infestation by examination of palms, implementing quarantine 

measures, training and education (Abraham et al., 1998). In Saudi Arabia, Vidyasagar et al. (2000) successfully 

developed an IPM programme which, in addition to mass pheromone trapping, included a survey of all cultivated 

gardens and systematic checking of all palms for infestation. A more detailed review of control strategies and IPM 

for the weevil were also published (Ramachandran, 1998; Murphy and Brisco, 1999.; Faleiro et al., 2011).  

The entry of RPW in Brazil without a preventive strategy of monitoring, control and integrated management 

would be a critical threat for agriculture. In order to develop local early detection and control of RPW in Brazil, 

we have developed a semiochemical-based and biological control strategy. We set Ferrugineol-lured traps to try 

attraction tests targeting the South American Palm Weevil (SAPW) R. palmarum (Coleoptera Curculionidae) as a 

model pest. Moreover, kairomones from C. nucifera and E. guineensis, Ferrugineol in combination with biological 

control agents in further studies of chemical ecology will contribute to RPW control. Field tests will be conducted 

by a combination of semiochemical and biological agents to determine the level of control obtained with R. 

palmarum. Subsequently, tests with RPM outside Brazil will be carried out.  

  As a result, we expect to evaluate ferrugineol and other effective volatile compounds for monitoring R. 

ferrugineus after the occurrence of the pest (early detection) in Brazil and contribute with others strategies in IPM 

of this pest. We expect to join efforts with different institutions in Brazil, South America and International 

Research Centers and Universities to contribute towards improvement of RPW management. 
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 الملخص 

دالبون، ف. أ، ج. ب. م. أسيفيدو، أ.ج. سانتانا، ح. ف. غولارت، اي. لاترزا، أ. ريفيل، أ. نيغريسولي، ب. لور و ف. بورسيللي. 

(عائلة السوس، رتبة غمديات  Rhynchophorus ferrugineus. الكشف المبكر والمكافحة الوقائية لسوسة النخيل الحمراء 2019

  .135-130 :)2(37لبرازيل .مجلة وقاية النبات العربية ،الأجنحة): آفة حَجْريةّ في ا

كآف ن  في يل  اطق يل دي لن  ن آسلاو و  اطق أو وبا يل  Rhynchophorus ferrugineus Olivierوص   سوسن يل الح يلء  ي  

)و  ع وجود  ااط  لغزو هذه يلءش ة 2011؛ كو يساو وأ وباو 2009توسطلنو وش اح رف لالا وأ  لكا (كالل و  لا/يلولالا  يل تءدة يلأ  لكلنو 

لن  ال  اطق ج وو ووسط أ  لكا ءلك ل ك  ا أن تصففلو أشففجا  يل الح ذي  يلأه لن يلادتصففادلن كجوز يل  د و الح يلزل  يلغل ي   ورنّ ر ك

ذي     تاو   الح يلء  ي  ءاللاج آفن ءج لن  ن يل ئن يلأولى  ع ر يلغزو تلك تشففكّح اط يج جسففل اج للز يلن يلب يزلللنو وتس سد سففوسففن يل

لك  طوّ  ذرنّ ي تلاك يسففففففت يتلجلن ودائلن جاهزة ل صففففففد و كافءن يلفن دبح داول ا رلى يلبلد سففففففلا فّ  ن ت دلدها للز يلن  وبسبو 

م كل لائلا  يلاتصاح للكشف يل بك  لن سوسن يل الح يلء  ي  و كافءت ا   في يلب يزلح يست يتلجلا  تست د للى يل كافءن يلءلولن ويستادي

يستاديم كل لائلا  يلاتصاح تلك في جذو سوسن  وتم ت ظلم ياتبا ي   يستادم فل ا يل ل وجل وح ض ن  صائد أول اكتو لت  ولو د في يلءاح لتاللم

وةج للى ذلكو فننّ لوي ح يل كافءن يلءلولن كال ط لا  ويل ل اتودي يل   كآف ن   وذجلن  وللا Rhynchoporus palmarumيل الح يلأ  لكلن 

كافءن  لضففففن للءشفففف ي  دد بات   تاءنج يلن لااتبا  شففف يسفففت ا يلءلولن في يلب يزلح  سفففلج ج ت  لذ تجا و ءاللن تد ا فل ا لوي ح ي

و وبسد ذلك سففتطبقّ يلااتبا ي  للى سففوسففن يل R. palmarumا للى يلسففوسففن  يلءلولن وكل لائلا  يلاتصفففاح لتءدلد  سفففتوي سفففلط ت

ك  لالح يلء  ي  اا و ءدود يلب يزلح  و تودع بجن  جد تولل نج ويلدة تضففمّ تا لن يلصّففلد يلغزل  للءش ة  ع لوي ح يل كافءن يلءلولن بء

الل اج  ساصف يج ل ساللن هذه يل كافءن  سفتات   هذه يلد يسفن ل اصف  جدلدة ات   أسفلوباج  اجساج ادي ة سفوسفن يل الح يلء  ي  وت

  لتطول  يست يتلجلا   كافءن  ستدي ن لن ط لق د ا يلاب ي  ويل   جلا  يلدوللن  

 يل صللن يل اللنو ر ذي  بالفنو هجوم يلءش ةو يل كافءن يل لك وبلنو يل كافءن يلسلوكلنو أ  لكا   كلمات مفتاحية:
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Simple Summary: Palm weevils—both South American and red palm weevils—threaten 

economically relevant palms, affecting oil and fruit production with a corresponding social 

impact. The natural tendency of the red palm weevil to explore vast territories in 

combination with corridors of cultivated susceptible palm species drives pest expansion in 

new territories. Invasion still occurs westward, from Sundaland to Portugal and the West-

African coast, including the Canary Archipelago. The red palm weevil menaces the South 

American oil palm plantations, opening a new double-pest scenario and consequential 

damages or a possible coexistence with reciprocal competitive exclusion phenomena 

opportunities. On the brink of the red palm weevil’s entrance into South America, we 

present available options for multiple lure-use in contaminating stations for the sustainable 

and effective management of both pests. 

Abstract: Coupling several natural and synthetic lures with aggregation pheromones from 

the palm weevils Rhynchophorus palmarum and R. ferrugineus reveals a synergy that results 

in an increase in pest captures. The combined attraction of pure pheromones, ethyl acetate, 

and decaying sweet and starchy plant tissue increases the net total of mass-trapped weevils. 

The 2018 entrance of the red palm weevil (RPW) into South America has threatened palm-

product income in Brazil and other neighboring countries. The presence of the new A1 

quarantine pest necessitates the review of all available options for a sustainable mass-

trapping, monitoring, and control strategy to ultimately target both weevils with the same 

device. The effective lure-blend set for the mass-trapping system will attract weevils in 

baiting and contaminating stations for entomopathogenic fungi that the same weevils will 

spread. 
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1. Introduction 

The South American palm weevil (SAPW), Rhynchophorus palmarum 

(Linneaus 1764), and the red palm weevil (RPW), Rhynchophorus 

ferrugineus (Oliver, 1790), are well-known, relevant pest species 

worldwide [1–12]. Today, SAPW and RPW are the key invasive pests 

[13,14] of cultivated palms (Arecales: Arecaceae) in the old and new 

world. The two insects are Curculionidae (Coleoptera), included in the 

genus Rhynchophorus in a ten-species natural assemblage [15]. Eight 

Rhynchophorus species are considered pests because they damage fruit 

bunches and sometimes even kill the host palm [16]. Specifically, R. 

ferrugineus is a major threat to coconut production in Brazil [2,17]. The 

RPW has arrived in the Caribbean islands Aruba and Curaçao, near South 

America [10], and Brazil reports this insect as an A1 quarantine pest [2]. 

The invasive pest R. ferrugineus is responsible for killing thousands 

of ornamental Canary date palms (Phoenix canariensis Chabaud), first 

detected in San Diego County in Southern California, USA, in 2011 and 

established around 2010 [16]. Considered a worldwide pest, the related 

species R. vulneratus was declared eradicated from California [18]. 

Therefore, it is necessary to adopt multiple complementary tactics, 

including cultural measures, biological control, and semiochemicals, for 

an integrated pest management program (IPM) of R. palmarum and R. 

ferrugineus [19,20]. 

This review aims to inform and contribute to a better knowledge of 

the bait sources used to capture R. palmarum and, therefore, to facilitate 

adequate management of the R. ferrugineus quarantine pest. Here, the 

focus is on the efficacy of attractive sources and further pest control 

strategies for R. palmarum and R. ferrugineus in Arecaceae. 

2. The Genus Rhynchophorus spp. 

The Rhynchophorus genus includes oligophagous insect pests, which 

reproduce on a diverse variety of palm species (Arecales: Arecaceae) [15] 

with a complete metamorphosis, including the egg, larva, pupa, and adult 

stages [21]. In adulthood, males release the aggregation pheromone to 

attract males and females to a new food source when they reach a suitable 

host plant [22–25]. Females dig an egg chamber at the base of the spine or 

on a wounded plant part, and a female can lay approximately 250 eggs in 

many different palms during her life. The Rhynchophorus life cycle ranges 

from 132 to 215 days [26–29]. 

Morphologically, within the genus Rhynchophorus, chromatic 

polymorphism exists among the specimens [15,30–32]. Such variations 

may relate to environmental conditions, food availability, and plant 

lifecycle. We need further studies to identify the genetic and phylogenetic 

variations among populations and to characterize differences among 

invading insect populations [33]. 

Species in the genus exhibit behaviors and characteristic activity 

periods. For example, R. palmarum is diurnal with a maximum flight 

distance of 1.6 km in 24 h, regardless of sex. The more significant 

bioactivity is between the hours 9–11 and 17–19 within that period, 

decreasing in rainy periods [34,35]. The flight capabilities of R. palmarum 

in 24 h flight mill trials recorded average distances of 41 km (M) and 53 

km (F) in 24 h in predominantly daytime [7,8], using field-collected male 

and female weevils. For R. ferrugineus, catches were higher between the 

hours of 8:00 and 18:00 [4,34] with the capacity to make long-distance 
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flights reaching 7 km, corresponding to 3 to 5 days. However, for 

Rhynchophorus spp., biogeographic location conditions pest biology, as the 

species show extended biological plasticity, inflicting damage in different 

situations [36]. 

It is also characteristic of this genus that the larvae feed boring 

galleries into the Arecaceae stipes, destroying the palm apical meristem 

[4]. Given that Rhynchophorus has a palm borer lifestyle, the damage is 

based on larvae survivorship in the host palm trunk coupled with late 

damage and infestation diagnosis [17]. Thus, understanding the insect’s 

behavior is important for the implementation of new control strategies, 

especially those derived from research on telemetry [37], semiochemical 

interference [38–41], new secondary metabolites and formulations [42–

49], early infestation detection [50], novel biopesticides [51–54], and 

natural enemies [55,56]. 

2.1. South American Palm Weevil 

The pest R. palmarum, known as palm weevil or palm’s eye bit, 

oviposits in plants of the Arecaceae family. It is the primary pest in 

coconut (Cocos nucifera L.) and oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) plantations. 

The New World distribution of R. palmarum encompasses the American 

continent, from Argentina to California, and includes the Central 

American Antilles [57]. 

The SAPW is a well-known plague of coconut palm and oil palm in 

Brazil, and the weevil has been reported in all the Brazilian areas of 

commercial palm production, where it causes relevant damages [58]. All 

states of Brazil such as Acre (AC), Alagoas (AL), Amazonas (AM), Bahia 

(BA), Ceará (CE), Espirito Santo (ES), Goiás (GO), Maranhão (MA), Mato 

Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS), Minas Gerais (MG), Pará (PA), 

Paraíba (PB), Paraná (PR), Pernambuco (PE), Piauí (PI), Rio de Janeiro 

(RJ), Rio Grande do Norte (RN), Rondonia (RO), Roraima (RR), Sao Paulo 

(SP), Sergipe (SE), and Tocantins (TO) are particularly interested with the 

weevil outbreak and are the largest commercial coconut producers in ton 

(t) of Brazil (Figure 1). 
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Figure 1. Coconut production map in Brazil; geodetic reference system (SIRGAS-2000). 

 

Biology 

The lifecycle of R. palmarum in palms completes in approximately 127 

days, consisting of the expected holometabolic sequence of eggs, larvae, 

pupae, and adults (Table 1) [27,35]. 

Table 1. Rhynchophorus palmarum and Rhynchophorus ferrugineus quick card. 

 Rhynchophorus palmarum Rhynchophorus ferrugineus  

Phase 
Measure 

(mm) 

Duration 

(days) 
Colour 

Measure 

(mm) 

Duration 

(days) 
Colour Source 

Eggs 25 × 10 2–5 White 9 × 29 3–5 white [15,21] 

Larve 75 45–70 Yellowish 36–46 40–60 yellowish [15,21] 

Pupae 80–100 25–45 Yellowish 50–95 20–25 yellowish [15,21] 

Adults 35–60 60–95 

black and reddish 

atypical chromatic 

natural 

polymorphism 

(♂): 19–42 

 60–95 

rust red, 

typical 

chromatic 

natural 

polymorphism 

[9,15,31] 
(♀): 26–40 

Total cycle 132 to 215 days 82 days [15,21] 
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Eggs: Female R. palmarum deposits, approximately some millimeters 

inside soft plant tissue white and elongate ovoid eggs long about 2.5 mm 

and large 1 mm, lasting 2–5 days [21,59] before hatching. 

Larvae: The larvae R. palmarum are eucephalous, “C”-shaped, and 

apodous. Grubs are 75 mm long, creamy-white, and yellowing at the end 

of their instars stage. The larvae stage is between 45 and 70 days [21]. 

Rhynchophorus palmarum populations take advantage of the larvae’s 

cryptic habits as their growth occurs in the galleries formed within the 

plant, protecting them from possible natural enemies. It is also the vector 

responsible for transmitting the nematode Bursaphelenchus cocophilus 

(Cobb) Baujard (Parasitaphelenchidae), the causative agent of the red-

ring-like disease in palms, with a unique record of increasing symptoms 

damage to palms only in America [60–63]. 

Pupae: The pupae R. palmarum are yellowish and remain housed 

within their 80–100 mm long pupal case that larvae set with coconut 

fibers, and the pupa stage has a variation of 25 to 45 days [21,27]. Adults: 

The black palm weevil measures between 35 mm and 60 mm, and the 

rostrum may serve to discriminate between male and female: the male 

snout is straight, stout, and shows series of stout seta set as in a brush on 

the front-clypeal head region, while the female rostrum is slender, devoid 

of seta, and slightly dorso-ventrally arched [15,21]. SAPW are active 

daytime in the morning and during the spring with warmer temperatures. 

Adults can fly up to 1.6 km per day [7,8], but it is not common to see them 

flying during the hottest hours of the day. Experience suggests that R. 

palmarum populations fluctuate in economic palm-intensive cultivation 

[64–66]. 

In adults, it has atypical chromatic natural polymorphism and colors 

with a different gradient of red in the cuticle in some R. palmarum 

individuals, captured with the aggregation pheromone in the Colombian 

Pacific region. The molecular analysis of each single SAPW mitochondrial 

region Cytochrome c oxidase subunit I (CO1 or MT-CO1) allowed the 

allocation of each DNA sequencing to a species, demonstrating the 

chromatic variation for the species R. palmarum [31]. The male’s adults 

produce an aggregation pheromone that attracts both males and females 

(E-6-methyl-2-hepten-4-ol) [25]. The semiochemical is the primary control 

tool for this pest, participating in several mass-trapping opportunities 

with fresh and fermenting food lures. Much of the researchers’ concern 

has focused on the pure trapping ability of the devices [67,68], but studies 

on the cost/efficacy of attractant combinations [69,70] and the use of traps 

in ornamental palm polycultures [71–75] exist. Technology today suggests 

the usage of digital tools also to study the efficacy of traps [76]. 

3. Red Palm Weevil 

The RPW, R. ferrugineus (Coleoptera: Curculionidae), is considered 

the worst plague of date [4,77] and urban [78] Canary palm trees 

worldwide, causing considerable damage to palm trees. It originates from 

tropical Asia, and in less than 40 years since 1972, it had spread from 

Sundaland to North Africa and the Mediterranean [9]. In the Americas, it 

first entered California in 2009 [12]. However, this invasive population 

was first incorrectly identified as the red palm weevil, R. ferrugineus. 

Further taxonomic classification confirmed that another species, 

Rhynchophorus vulneratus (Panzer, 1798), was responsible for the 

infestation of date palms in Laguna Beach, California, United States 
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[22,79]. In 2008–2009, the RPW thrived on the islands of the American 

Caribbean, Curaçao, and Aruba [10]. 

Brazil considers R. ferrugineus an A1 quarantine pest for the country 

[80] with a considerable risk and potential threat for the Brazilian territory 

invasion. The risk for the commercial coconut and oil palm plantations 

increases due to the presence of the RPW in the Antilles (Aruba and 

Curaçao) [2,10] just at 64 km from the Venezuelan coast. Therefore, once 

the RPW invades these relevant crops, it could cause severe damage, 

significantly impacting Brazilian agriculture and native or commercial 

palm plantations in South America [17]. There are several review papers 

on the RPW, and the knowledge on the species is based on its impact on 

a more diversified array of environments and infested plants [22], eliciting 

the need for worldwide prediction modeling [5] and a rush for actual and 

future sustainable IPM control strategies also in just-invaded countries 

[14,16,81–84]. 

Biology 

Rynchophorus ferrugineus completes its life cycle in palms in 

approximately 80 days; the pest may develop up to four broods per year, 

with up to 3 months of adult longevity. All the instars live associated with 

bacteria and other organisms [53,54,85–87]. The holometabolic life cycle 

consists of the expected sequence of egg, larvae, pupae, and adult [9,28] 

(Table 1). Wattanapongsiri [15] has also reported on Rhynchophorus spp. 

biology in much of the stabilized literature. 

Eggs: Females of R. ferrugineus oviposit for 8–10 weeks, laying an 

average of 250 eggs and up to 760 eggs per female during the reproductive 

life. The eggs are creamy-white, elongate-ovoid, slightly arched, 

measuring about 0.98 per 2.96 mm, and left in soft palm tissue. The egg 

stage lasts from 3 to 5 days. 

Larvae: The final R. ferrugineus larvae (AKA grubs) are 36–46 mm 

long, eucephalous, apodous and “C”-shaped, and creamy-white if still 

feeding but orange in post-feeding, with the larvae instars lasting from 40 

to 60 days. Larvae mine tunnels that are up one meter and a half long into 

palm stipes. Late damage sighting requires a complex pest management 

strategy, with the pest being practically undetectable until the strikes to 

the host plant are about lethal. 

Pupae: The pupae R. ferrugineus are orange-yellow and remain 

housed within their 50–96 mm long pupal case that larvae set with palm 

fibers. The pupal stage lasts from 20 to 25 days. 

Adults: An RPW adult male measures between 19 and 42 mm in 

length, the female between 26 and 40 mm, and rostrum features may serve 

to discriminate between male and female: the male snout is straight, stout, 

and shows series of stout seta set as in a brush on the front-clypeal head 

region, while the female rostrum is slender, devoid of seta, and slightly 

dorso-ventrally arched [83]. It has a typical adult chromatic 

polymorphism shown in the field [9,15]. The RPW is a highly aggressive 

pest that has been invading new niches worldwide [6]. The weevil is well 

active in high-temperature conditions between 26 and 30 °C and 

undergoes dormancy below 18.5 °C [82]. Rhynchophorus ferrugineus and R. 

vulneratus aggregate to a blend of two composites in pheromones 

produced by males, characterized as a “4-ethyl-5-nonanol” alkali and a 

“4-methyl-5-nonanone” ketone [22], but some field experiments showed 
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an increment in the attraction for a stereoisomeric mixture (4S, 5S)-4-

metilnonan-5-ol [24]. 

4. Damage to the Host Plant 

Both Rhynchophorus palmarum and R. ferrugineus cause severe damage 

to the host plant. With any efficient control of these palm borers, they lead 

the plant to death and consequential damages. These insects feed on the 

sensitive tissue at the top of the palm, the larvae produce extensive 

galleries in the palm stipe, plants lose their ability to absorb nutrients, and 

the leaves turn yellow, hang, and fall [4,15,28]. 

In the American continent, the occurrence of R. palmarum causes 

considerable damage in sugar cane (Saccharum officinarum L.) [29], banana 

(Musa sapientum L.) [59], papaya (Carica papaya L.), and pineapple (Ananas 

comosus L.) [57] when feeding on sweet plant parts. 

In Brazil, SAPW causes damage to coconut plantations (Cocos nucifera 

L.) and oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) [1,35]. The Black Weevil transmits 

the Bursaphelencus cocophilus (Cobb) Baujard (Parasitaphelenchidae), the 

causal agent of the “Red Ring” or “Anillo Rojo,” whose name originated 

from the characteristic red belt always present in the stipe of diseased 

palms [26,61]. Red Ring external symptoms are present in the leaves, 

which turn yellow from the tip of the leaflets to the base of the rachis and 

then turn brown. Vector insect management currently achieves the red 

ring disease control, but there is no efficient method for controlling the 

nematode once it enters the palm [62]. RPW has known symbiotic 

nematodes such as Mononchoides macrospiculum (Nematoda: 

Neodiplogastridae) and Teraorhabditis synpapillata Sudhaus, 1985 

(Nematoda: Rhabditidae) with a possible role in biocontrol [86,87]. The 

palms Phoenix canariensis Hort. ex Chabaud and Phoenix dactylifera L. are 

strongly susceptible to RPW. Significant damages appear in P. canariensis 

as a green crown drop-down in the shape of an “open umbrella” or as leaf 

wilt in P. dactylifera. Injuries become eventually visible only long after the 

palm has become infested. Unlike the infestation of R. palmarum that 

causes the red ring by B. coccophilus, the meristematic tissues of P. 

canariensis and P. dactylifera suffer infections due to symbiotic bacteria 

[53,54] and fungi that the RPW females lay by contaminated eggs. 

Infested P. canariensis and P. dactylifera tissues root to a melted, hot 

fermenting matter with an acute alcohol-acid smell due to infection by 

Serratia spp., other bacteria, and yeasts that belong to Candida and 

Hyphopichia [85]. Such a guild of microorganisms enforces the pests’ 

fitness and creates a protective environment in infestation foci. In 

addition, in high-density infestations, the larvae burrowing and chewing 

the palm stipes produce audible sounds [88]. 

The control of the R. palmarum and R. ferrugineus has low efficiency 

in reducing damages, mainly due to the cryptic habit of its larvae inside 

the trunk [89]. Unexposed larvae can also eventually better survive the 

application of insecticides that badly impact humans and the 

environment. Cultural pest control consisting of timely uprooting and 

burning infested trees can reduce infestation but is often applied too late 

for use and has an environmental impact by greenhouse gas emissions 

[2,90]. 
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5. Rhynchophorus spp. Pheromone and Other Attractive Sources 

Behavioral control using aggregation pheromones enforced with 

food lures and ethyl acetate in mass trapping devices [3,43,70,74] 

propitiates the management, allowing a more confident use of 

insecticides. 

5.1. Attractive Source for South American Palm Weevil 

Attractive food sources associated with the aggregation pheromone 

improve the mass capture of R. palmarum by emulating the attraction for 

palm wound kairomones [70]. Moreover, the adults of R. palmarum use 

male-emitted semiochemicals as communication tools [25] to aggregate 

females and males at the “wound” spot. The aggregation pheromone 

alone is not as effective as needed in capturing adult R. palmarum, even if 

released at around 30 mg/day into the environment. Evidence suggests 

that the synergy among the plant kairomones, the pheromone, rotting 

plant parts such as sugar cane stalks, and ethyl acetate significantly 

captured more insects [70,73,91]. 

One study tested the attraction of R. palmarum to pieces of coconut 

palm, plantain, papaya, and pineapple. Banana was the most attractive 

lure peaking on the seventh day of fermentation [75]. The efficiency of 

modified traps associated with pheromone and bananas demonstrated 

one more opportunity for R. palmarum mass-trapping [73]. For the control 

of R. palmarum, the use of pieces of palm red-rings-infested stipe 

impregnated with insecticide also appears valuable despite the doubt 

raised by the possible nematode dispersion [26]. 

Attractiveness tests using the aggregation pheromone, 6-methyl-2 

(E)-heptane-4-ol, associated with sugar cane stalks, pineapple fruit pieces, 

and six isolated volatile compounds of pineapple fruits, demonstrated 

that they do not show significant differences in the number of weevils 

captured [3]. A similar study [90] suggested that a combination of 

sugarcane with the aggregation pheromone increased the attraction of R. 

palmarum males and females toward traps, demonstrating the appearance 

of the synergy between these attractive sources. Adding ethyl acetate, 

sugar cane, and the aggregation of pheromone in traps exposed for three 

months had a significant effect on R. palmarum capture, demonstrating the 

synergy between the pheromone and other attractive substances. A 

similar synergism exists associating three days of pre-fermented baits for 

the attractiveness of R. palmarum [65,68]. The experiences are 

contradictory but suggest exploring the attractive potential of 

semiochemicals originating from fermenting plant material. The use of a 

new and inexpensive bait trap combination could offer significant benefits 

to producers and become a robust device to include in R. palmarum IPM 

[70,71]. Innovation in trap design and technology [69,76,92] may also play 

a role if novelties will well-embed management opportunities in local 

palm orchards. 

5.2. Attractive Source for Red Palm Weevil 

Rhynchophorus ferrugineus detection and management experience in 

different countries suggests that monitoring and ferrugineol-lured mass 

trapping are the most effective methods. The control method widely 

works in other countries of Asia and Europe [9,93]. Several studies, 

including the evaluation of stump traps, ethyl acetate as a lure synergist, 

kairomones, food baits, and yeast [94–96], exist to maximize the mass 

capture of R. ferrugineus. In addition, using black traps lured by 
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pheromones added with a few dates can significantly increase the R. 

ferrugineus absolute collection number, minimizing the RPW impact and 

damage [94]. 

Electroantennography can verify the response of R. ferrugineus to 

volatile compounds [97], demonstrating that the finger palm esters (ethyl 

acetate, ethyl propionate, ethyl butyrate, and propyl butyrate) elicit strong 

responses in EAG trials but poor performance on the field. However, the 

synthetic mixture of pheromone with plant material and molasses 

appears ineffective in attracting and collecting R. ferrugineus adults [96]. 

Figure 2 shows the scheme of the aggregation pheromone, 4-methyl-

5-nonanonol, and the synergy with ethyl acetate and parts of the palm 

tree. A blend of ferrugineol with plant kairomones or other palm tree 

volatiles effectively attracts adult RPW. A combination of synthetic lures, 

pheromone and ethyl acetate (released at 200–400 mg/day), and 

fermenting date palms parts in water increases the capture efficiency. The 

pheromone/food lure-based capture system is ecologically safer than 

insecticides for the current control of RPW infestations [98]. 

 

Figure 2. Pictorial scheme of the source used for Rhynchophorus ferrugineus luring. 

 Studies [99] have explored the opportunity to increase the 

mass trapping of R. ferrugineus by stump traps, lures, lure synergists such 

as ethyl acetate, kairomones, food baits, and yeast. The stump trap lured 

more weevils than the tree trap did. The three tested pheromone lures 

were similar in attraction, but with ethyl acetate, Ferrolure® TM lured 

more weevils than RHYFERTM® did. Amongst the tested kairomones, 

acetic acid and ethyl acetate alone and together emerged as strong 

synergists of the lure. The date fruits, date palm stem pieces, and 

sugarcane pieces all attracted more weevils, but date fruits attracted 

significantly more adults in the presence of ethyl acetate. Date fruits 

attracted more weevils with yeast than alone, but overall, date fruits, 

yeast, and ethyl acetate together recorded the highest trap catches. 
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Regarding using traps with the aggregation pheromone associated 

with attractive sources, the experiences disbelieve the importance of 

defining a standardized system that makes it possible to attract and 

efficiently collect mass for R. ferrugineus [92]. The evaluation of three types 

of traps with pheromones PO28 Ferrolure and different VOCs (ethyl 

acetate, sugar cane cubes, and fruit pieces) obtained the best capture by 

the provided traps of the fermenting chamber and a cover with funnel 

[100]. 

Traps lured with a pheromone (ferrugineol), allomone (sugar beet 

juice), kairomone (ethyl acetate), and ester (ethyl propionate), each lure 

working alone or in combination, showed more females than males 

attraction. The best combination was in traps lured with ferrugineol + 

sugar beet juice + ethyl acetate + ethyl propionate than other chemical 

materials [95]. Improvements of the pheromones formulation technology, 

i.e., the use of pheromone in nanogels associated with dry funnel traps 

[44], disclose new opportunities. 

6. Alternative for Rhynchophorus palmarum and Rhynchophorus 

ferrugineus Control 

Further opportunities for efficient control-building strategies versus 

Red and South America Palm weevils rise from the use of parasitoids 

[55,56], entomopathogenic fungi [46,101,102], bacteria [53,66], nematodes 

as regulatory agents [86,89,103], volatile organic compounds [42,48,51], 

and biotechnological methods [38,41]. 

Billaea rhynchophorae (Blanchard) and Billaea menezesi (Guimarães) 

(Diptera: Tachinidae) [55,56] are indigenous larval parasitoids of R. 

palmarum in Brazil. A better knowledge of both Tachinidae lifecycle and 

host acceptation will tell if they can serve in the inundative biological 

control of all Rhynchophorus, pest species. Parasitoidism can join other 

control methods to enforce the management efficacy and minimize the 

actual R. palmarum impact [2,3]. 

Likewise, a study [55] suggested the importance of Billaea spp. 

introduction and mass release—not available at the time—in coconut and 

oil palm production areas waiting for the potential invasion of R. 

ferrugineus. By that time, Billaea targeted five different genera of palm 

beetles, proposing natural biocontrol in the state of Bahia-Brazil. 

However, we need accurate studies to establish economic mass 

multiplication techniques and the proper inclusion of Diptera in palm 

weevil IPM. 

Among the entomopathogenic fungi, the Beauveria bassiana and 

Metharizium anisopliae are relevant for biological pest control of palm 

borers [104,105]. The fungi can induce mycosis in various niches, leading 

to epizootics [46,106]. Most of these fungi assemble in a complex of about 

90 genera and 700 species [107] of soil inhabitant species responsible for 

approximately 80% of insect diseases occurring without propagule 

ingestion [108,109]. 

The infective process starts when spores germinate on the insect’s 

cuticle [49,109]. Chitinolytic enzyme secretion is the primary key to the 

virulence of the entomopathogenic fungi [107,108]. Fungi invade insects 

through the integument, provoking a systemic invasion in the hemocoel 

by releasing enzymes such as endoproteases, aminoproteases, lipases, 

esterases, and chitinases. The death of the insect follows about five days 

later [103,104,109]. 
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Figure 3. Schematic diagram of the infection process by B. bassiana after visiting a baiting and 

contaminating station. (A) Infection fungi process in the laboratory showing pathogenicity and 

mortality; (B) illustrative infection cycle depicted by B. bassiana in R. palmarum: (1) spore adhesion; (2) 

cuticle hydrolysis and breaking; (3) fungal cells change their cell structures in contact with hemolymph 

and secrete secondary metabolites; (4) switch to a yeast-like structure to colonize and kill the insect; and 

(5) sporulation. 

Fungal infection (Figure 3) causes insect septicemia, a lethal disease, 

bacterial contamination, and rotting. The same microorganisms produce 

VOCs and other semiochemicals bearing information to the receiving 

organisms. VOCs are also media for interspecific communications ruling 

fungi–insect interactions [42,110]. Thus, VOCs secreted by fungi may 

represent a source of promising compounds for biocontrol and pest 

manipulation despite also having antifungal, insecticidal, attractive, or 

repellent properties [111]. Species of Coleoptera, Isoptera, Hemiptera, and 

Orthoptera, once they have detected specific VOCs produced by 

entomopathogenic fungi of the Hypocreales, change their behavior to 

avoid mycosis [112]. 

For the use in a control strategy, a study [47] referred to 22 organic 

compounds of B. bassiana capable of repelling R. ferrugineus. Evidence 

suggests using repellant as a “puller” associated with traps lured with 

aggregation pheromones for ornamental palms protection. For banana 

weevil (Cosmopolites sordidus Germar, 1824), management [48] suggests 

similar opportunities characterizing ninety-seven profiles of fungal VOCs 

from B. bassiana isolate Bb1TS11, Metarhizium robertsii isolate Mr4TS04, 

and Pochonia chlamydosporia (Goddard) isolate Pc123. In the experiences, 

the compounds 3-cyclohepten-1-one and 1,3-dimethoxybenzene show 

repellence in banana weevil. The insect–fungal interactions can be a new 

allelochemicals-based interaction of particular benefit for developing 

innovative strategies for pest management [45]. Volatile organic 

compounds combined with aggregation pheromones interplay in a push–

pull method to control R. ferrugineus [113,114]. 
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Another technique of great importance is the use of botanical oils as 

a sanitary control method versus insect pests [52,115] given the effect of 

botanical oils of Melissa officinalis L. (Lamiaceae), Borago officinalis (L.) 

(Boraginaceae), Laurus nobilis L. (Lauraceae), and Carapichea ipecacuanha 

(Brot.) L. Andersson (Rubiaceae) for the control of R. ferrugineus. The 

results showed that males of R. ferrugineus were more reactive to the four 

botanical oils than females were. Botanical oils remarkably reduce adult 

longevity, female fecundity, and eggs hatchability. The larvae showed 

different degrees of susceptibility to the four botanical oils. 

The impacts of sesquiterpenes secondary plant metabolites, 

including farnesol, farnesyl acetate, Picrotoxin, β-caryophyllene, (+)—

cedrol, nerolidol, (+)—nootkatone, and parthenolide, on R. ferrugineus are 

also puzzling [8]. Picrotoxin, farnesol, and farnesyl acetate are 

compounds most toxic to larvae of eight instar. Picrotoxin showed lethal 

effects and reduced food indexes, providing significant inductions of 

glutathione-S-transferase (GST) and cytochrome P450 gene expressions. 

These results may suggest using Picrotoxin as a promising biopesticide to 

control red weevil infestations, despite the difficulties of safely delivering 

such a venomous and reactive compound. 

Molecular biology has provided some promises [39], eliciting interest 

in adopting biotechnological alternatives to pest control, mitigating the 

damage in different crop pests. The RNAi technique breaks the odor-

binding protein, thus preventing the insects from tracking specific 

semiochemicals [38]. The interruption of the olfactory ability leads to 

reduced pheromones detection and suggests a promising alternative for 

R. ferrugineus [39,106,109]. The RNAi silencing of R. ferrugineus 

RferOBP1768 appears in EAG tests with a reduction in the weevil 

responses to the aggregation pheromone. 

Among the technologies applied to detect insects that cause injuries 

to the tree trunks, there are devices capturing signals emitted by the 

larvae, identifying the infestation in the culture [24,37]. 

A protective and preventive IPM strategy [116] will considerably 

manage the pest population and damage, with every control method 

array that we intend to apply. 

7. Future Challenges and Prospects 

This review aimed to inform and will contribute to a better 

knowledge of palm weevil pest control. The focus here was on the efficacy 

of some attractive or repellant sources for weevil management, but we 

also considered secondary conventional or innovative control methods. 

The suggestion is to view all the Rhynchophorus and allied species as study 

model pests based on homogeneous bionomics. The advice also rises for 

the current alarm on Dynamis borassi in the New World [117,118]. 

The key tract of the palm weevil pestiferous attitude is the late 

evidence of the ongoing infestation. The tract unexpectedly assimilates 

palm weevil control to several other insect-borne plant pathogens such as 

Xylella fastidiosa pauca ST53 (Wells et al., 1987) [119], whose damages 

appear years after the first transmission. Unluckily, both the adversities 

will be managed better by preventive and protective strategies [116], with 

the critical factor in the timing of the control actions [120,121]. Volatile 

compounds experience suggests their use in proper combination [122] 

and with effective traps, preferably dry. Experiments have shown that 

male and female attraction depends not only on each component, volatiles 



49 

 

 

 

compounds, pheromones, or kairomones, but also on a significant 

synergism among components [42,43,90]. 

The advances developed in recent decades in America for the control 

of R. palmarum shows promising results in expanding the management 

experience to a preventive and protective strategy against Rhynchophorus 

ferrugineus. 

Effective pest mass rearing techniques [123] will enforce a palm 

weevil IPM strategy by controlling actions. The combination of control 

methods based on semiochemicals, contaminating stations, Diptera 

parasitoid mass release, and further natural enemies’ enrichment 

promises effective management options. The assemblage is advantageous 

with the VOCs repellant properties, eventually pulling the parasitoids 

versus the uncontaminated target pests only. 

The basis is wide enough for research and technology transfer that 

will quickly turn to sustainability and environmentally safe control tools 

if the stakeholders learn the IPM rationale lesson [124]. 

In 2018, the Brazilian Ministry of Agriculture and Supply [80] already 

registered the Rhynchophorus ferrugineus as an A1 quarantine pest for 

Brazil, making the first relevant step to consider the opportunity for 

combined effective control of SAPW and RPW. 

 Since 2018, the Brazilian EMBRAPA Tabuleiros Costeiros, the 

Natural Resources (LPqRN) of the Federal University of Alagoas (UFAL, 

Brazil), and the Colombian Corporation for Agricultural Research 

(Agrosavia) have run the RPW control challenge in SAPW-invaded 

territories. The following steps will suggest control strategies tuning, 

enlightening, in New World palm weevils, the factors that triggered the 

RPW population [125] from endemism to outbreak. 
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DE Rhynchophorus palmarum (L., 1764) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) A 
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Resumen 

Rhynchophorus palmarum es plaga relevante en palmeras (Arecaceae) en Brasil. Su respuesta 

comportamental (olfatometría) y electrofisiológica (electroantenografía, sola y acoplada a 

cromatografía) se estudió frente a compuestos orgánicos volátiles emitidos por hongos 

entomopatógenos nativos aislados en Coruripe (Alagoas, Brasil) mediante aireación durante 24 

horas. El aislado CVAD01 no originó respuesta comportamental significativa, pero el CVAD02 

originó atracción significativa en machos. Los bioensayos electrofisiológicos mostraron 

actividad antenal en los dos sexos de R. palmarum frente a los componentes volátiles de los 

extractos de los dos hongos identificados. Los análisis cromatográficos de los extractos 

indicaron perfiles de compuestos orgánicos volátiles con la presencia de dos alcoholes, tres 

hidrocarburos aromáticos, dos monoterpenos, tres cetonas y tres hidrocarburos lineales.  

Palabras clave: Arecaceae; Olfatometría; Aireación; electroantenografía; Perfil 

cromatográfico 

Abstract 

Behavioral and electrophysiological response of Rhynchophorus palmarum (L., 1764) 

(Coleoptera: Curculionidae) to volatile compounds of natives entomopatogenic fungi 

Rhynchophorus palmarum is a major pest of palms (Arecaceae) in Brasil. Both the behavioral 

(olfactometry) and electrophysiological (electroantennography, both alone and coupled to 

chromatography) was studied against volatile organic compounds emitted by native 

entomopathogenic fungi isolated from Coruripe (Alagoas, Brazil). Fungal isolates were 

identified by aeration system for 24 hours. CVAD01 did not cause a significant behavioral 

response; however, males were significantly attracted to CVAD02 extracts. 

Electrophysiological bioassays showed antennal activity, in both sexes, to volatile components 

of the two identified native fungi. The chromatographic analysis of the extracts indicated 

profiles of volatile organic compounds with the presence of three alcohol, three aromatics, three 

ketones, and four hydrocarbons. 

Key words: Arecaceae; Olfactometry; Aeration; Electroantennography; Chromatographic 

profil. 

 

Introducción 

El género Rhynchophorus Herbst, 1795 pertenece a la familia Curculionidae. Tiene diez 

especies, siete de las cuales se cuentan entre las principales plagas para la familia Arecaceae 

(Wattanapongsiri 1966) como son: Rhynchophorus bilineatus (Montrouzier, 1857), 

Rhynchophorus cruentatus (Fabricius, 1775), Rhynchophorus distinctus Wattanapongsiri, 

1966, Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790), Rhynchophorus labatus Ritsema, 1882, 

Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1764), Rhynchophorus phoenicis (Fabricius, 1801),  

Rhynchophorus ritcheri Wattanapongsiri, 1966 and Rhynchophorus vulneratus (Panzer, 1798). 

Entre estas especies, R. cruentatus, R. palmarum y R. ritcheri se encuentran en América del 

Norte (Estados Unidos), América Central, desde México hasta Panamá, y América del Sur, en 

países como Colombia, Brasil, Ecuador, Perú y las Antillas del Sur (Giblin-Davis et al. 2013).  

En América Central, el picudo rojo de las palmas, R. ferrugineus, se encuentra presente en las 
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antillas de Aruba y Curazao (Fiaboe et al. 2012), y es considerado como una plaga cuarentenaria 

A1 en Brasil (MAPA 2018).  

En Brasil, el picudo suramericano de la palma, R. palmarum, se considera el principal 

insecto plaga presente en agroecosistemas y bosques nativos, infestando palmeras de la familia 

Arecaceae y especies de gran importancia comercial. Es la plaga principal en plantaciones de 

coco (Cocos nucifera L.) y palma (Elaeis guineensis Jacq) en América del Sur. También causan 

daños considerables en especies de otros cultivos como la caña de azúcar (Saccharum 

officinarum L.), el plátano (Musa paradisiaca L), la papaya (Carica papaya L.), la piña (Ananas 

comosus L.) y otras plantas cultivadas (Wattanapongsiri 1966). 

El aumento en las poblaciones de R. palmarum se ve favorecido por el hábito críptico de 

las larvas, que se alimentan en el interior del tronco de la palma donde encuentran protección 

frente a posibles enemigos naturales. Rhynchophorus palmarum es el vector responsable de la 

transmisión del nematodo Bursaphelenchus cocophilus (Cobb, 1919), agente causante de la 

enfermedad denominada anillo rojo, determinando un complejo picudo-nematodo que causa 

grandes daños en palmas de Latinoamérica (Ferreira 2002). 

Para el control de R. palmarum se ha utilizado una combinación de métodos de control 

como el uso de los hongos entomopatógenos Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 

(Ascomycota: Hypocreales) y Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin 

(Sordariomycetes: Hypocreales) (Ferreira 2002, León et al. 2019), o el uso de la feromona de 

agregación rincoforol® combinada con pedazos de caña de azúcar (Moura et al. 1990, Ferreira 

2002, Duarte et al. 2003, Cysne et al. 2013). También Ferreira et al. (2002) emplearon trampas 

cebadas con la combinación de caña de azúcar y la feromona de agregación rincoforol®, 

observando el aumento en la atracción de machos y hembras de R. palmarum, lo que indicó la 

sinergia entre estas fuentes atractivas para la captura del insecto. Entre otras fuentes atractivas 

para R. palmarum se encuentra el uso de cebos de piña, plátano y coco verde (C. nucifera) 

(Landero-Torres et al. 2015). Murguía-González et al. (2018) observaron también la eficiencia 

del uso de mezcla de cebos como plátano, piña, caña de azúcar y melaza de caña de azúcar en 

la captura de R. palmarum.  

Para el caso específico de R. ferrugineus, el monitoreo y captura masiva de adultos se ha 

realizado con éxito mediante el uso de la feromona de agregación ferrugineol® en combinación 

con el uso de cairomonas de palmas de Phoenix canariensis Hort. Ex Chabaud, como el acetato 

de etilo (Rochat et al. 2017).  De acuerdo con Vacas et al. (2017), las trampas con feromonas 

y cairomonas (acetato de etilo/etanol 1:3) capturan más insectos que el uso de la feromona 

ferruginol® en solitario y se consideró ineficiente la mezcla sintética de feromona con material 

vegetal y melaza para atraer adultos de R. ferrugineus. 

Entre las estrategias de control de insectos, el uso de feromonas de agregación asociadas 

con compuestos orgánicos volátiles (COVs) de plantas hospedantes, combinados con medidas 

de control biológico como el empleo de parasitoides, depredadores y patógenos, pueden regular 

la población de plagas importantes en el campo. Los COVs generalmente comprenden 

moléculas de menos de 20 átomos de carbono, ya que son moléculas de bajo peso molecular, y 

se liberan fácilmente a la atmósfera o al suelo, propagándose rápidamente por el movimiento 

de la solución acuosa y el flujo de agua en el suelo (Wheatley et al. 2002, Dudareva et al. 2006). 

Son compuestos que pertenecen a diferentes clases químicas, como hidrocarburos simples, 

aldehídos, cetonas, alcoholes, fenoles y sus derivados, incluidos los derivados de benceno y 

ciclohexano (Campos et al. 2010, Morath et al. 2012), pueden ser letales para otros 

microorganismos patógenos (Strobel 2007, Bojke et al. 2018). Los hongos producen 

compuestos volátiles a través de sus vías metabólicas y aparecen como productos intermedios 

y finales del metabolismo primario y secundario (Muller et al. 2013).  

Los hongos entomopatógenos, como B. bassiana y M. anisopliae, son ampliamente 

utilizados en estas estrategias de control. Son microorganismos que pueden inducir una 
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enfermedad específica, infectar insectos en varios nichos, causar epizootias y también, durante 

el proceso de infección, producen compuestos orgánicos volátiles que resultan prometedores 

para el biocontrol de plagas. Estos compuestos presentan características antifúngicas, 

insecticidas, atractivas, nematicidas y repelentes de artrópodos (Xu et al. 2015, Guarino et al. 

2015, Stenberg et al. 2015, Kandasamy et al. 2016, Werner et al. 2016). La mayoría de estos 

hongos viven en simbiosis en el suelo, siendo responsables de aproximadamente el 80% de las 

enfermedades causadas en insectos. Esta clase de hongos tiene una peculiaridad sobre los 

demás, ya que no necesitan ser ingeridos por el huésped (Fernandes et al. 2011). Según 

Dudareva et al. (2006) los COVs de hongos entomopatógenos, cuando se asocian con partículas 

del suelo, pueden actuar además en el control de fitonematodos de importancia agrícola. Sin 

embargo, la aplicación en la forma esporulada de B. bassiana en cultivos agrícolas ha causado 

repelencia en el parasitoide Anthocoris nemorum (L., 1761) (Heteroptera: Anthocoridae) 

(Meyling & Pell 2006). De esta forma, los parasitoides tienen una selectividad olfativa en la 

evaluación de señales químicas de cara a la búsqueda de alimentos y lugares para la oviposición, 

relacionados con el riesgo de depredación tanto de los imagos (Grostal & Dicke 2000, Venzon 

et al. 2000) como de su progenie (Nakashima & Senoo 2003; Eitam & Blaustein 2004).  

La selección del hábitat de oviposición tiene una gran influencia en la supervivencia de 

la descendencia y, por lo tanto, en el éxito de la reproducción (Doumbia et al. 1998). Otros 

hongos entomopatógenos han provocado similar actividad de repelencia. Rännback et al. 

(2015) observaron esta actitud en la avispa Trybliographa rapae (Westw.) (Hymenoptera: 

Figitidae), un parasitoide larval de la mosca de la raíz del repollo Delia radicum (L.) (Diptera: 

Anthomyiidae), ante hospedadores infectados por hongos. Las hembras de T. rapae pusieron 

más huevos en larvas sanas que en larvas infectadas con el hongo Metarhizium brunneum Petch 

sp. KVL 04-57.  

Myles (2002) aisló el hongo entomopatógeno M. anisopliae, que parasita a la termita 

subterránea oriental Reticulitermes flavipes (Kollar,1837) (Isoptera: Rhinotermitidae), y 

observó que los individuos no infectados exhibían una combinación de comportamiento de 

alarma, agregación y reacciones de defensa contra individuos infectados con M. anisopliae. 

Estas observaciones sugirieron que puede ser necesario evitar las actitudes de defensa de los 

insectos para mejorar el control biológico de estas termitas con M. anisopliae. Este 

comportamiento defensivo se puede eludir de varias maneras, como enmascarar la repelencia 

de M. anisopliae, superar la repelencia con atracciones, reducir los niveles de dosificación por 

debajo de los límites de alarma, o en la selección de aislados o formulaciones menos detectables 

por el insecto.  

El presente trabajo pretende profundizar en el estudio de alternativas de manejo para el 

control de picudos en palmeras, en particular la influencia sobre R. palmarum de compuestos 

orgánicos volátiles derivados de hongos entomopatógenos. Los objetivos del trabajo fueron: a) 

estudiar la respuesta comportamental, mediante olfatómetro, de R. palmarum frente a los 

extractos volátiles de hongos entonomopatogénos nativos de alta virulencia aislados en Brasil; 

b) analizar la respuesta antenal (electroantenografía, sola y acoplada a cromatografía) de R. 

palmarum frente a COVs procedentes de hongos entomopatógenos; y c) caracterizar el perfil 

cromatográfico de los extractos volátiles de hongos entomopatógenos nativos. 

Material y métodos 

Captura de insectos y obtención de hongos entomopatógenos nativos 

Se recogieron ejemplares de R. palmarum y muestras de hongos entomopatógenos (HEs) de la 

hacienda San José (10°08'30.5"S, 36°12'00.7" W) en la localidad de Areas, municipio de 

Coruripe (Estado de Alagoas, Brasil) (Fig. 1), área de gran producción de cultivos de coco de 

la región. Para la captura de insectos se utilizaron trampas fabricadas por los autores, 

compuestas por un balde plástico de 3 l con una tapa perforada en el centro para encajar un 
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embudo plástico de 15 cm de diámetro. Las paredes laterales de la trampa tenían orificios de 2 

mm de diámetro que permitían el drenaje del exceso de agua de lluvia. Se instalaron veinte 

trampas en las márgenes limítrofes de la zona de estudio, a una altura de 1 metro del suelo, con 

espacio de 100 metros entre cada trampa (Ferreira et al. 2002). Las trampas contenían cápsulas 

con la feromona rincoforol® (Interacta Ltda, Brazil) y se les agregaron también pedazos de 

caña de azúcar, de 10 cm de largo, cambiados cada semana para evitar fermentación. Las 

colectas se llevaron a cabo semanalmente durante el periodo de estudio, que fue desde 1 de 

agosto de 2018 a 31 de diciembre de 2019. Los adultos de picudos capturados se colocaron en 

contenedores de plástico y se transportaron al Laboratorio de Investigación en Recursos 

Naturales de la Universidad Federal de Alagoas. En total 100 insectos (50 hembras y 50 

machos) de R. palmarum se mantuvieron individualizados en potes de plástico estériles de 14 

cm diámetro y 9,4 cm de altura, con suministro de alimento a base de trozos de caña de azúcar, 

y se mantuvieron en incubación por aproximadamente 20 días, a una temperatura de 25 ± 2 ºC 

para analizar el crecimiento de hongos. Los insectos parasitados con hongos entomopatógenos 

se separaron y se cultivaron en medio a base de Papa Dextrosa Agar (PDA). Igualmente, los 

insectos recolectados muertos y parasitados en el campo fueron analizados a lo largo de 10 días 

para ver si presentaban crecimiento micelial, en cuyo caso fueron esterilizados y aislados en 

medio PDA. Los hongos entomopatógenos fueron identificados por la técnica de microcultivo 

y separados en dos grupos descritos como CVAD01 y CVAD02, de acuerdo con el protocolo 

descrito por Alves et al. (1998) y las claves morfológicas de hongos de De Hoog (1972), 

Fernandes et al. (2011), Rehner et al. (2011) y Kepler et al. (2017). Después de la purificación, 

todos los aislamientos se mantuvieron en DBO y se incubaron a 25 ± 1 ºC en un fotoperíodo de 

12 horas para los bioensayos. 

 

Figura 1: Localización geográfica del municipio de Coruripe (Alagoas, Brasil). Coordenadas 

del área de estudio: 10°08'30.5"S, 36º12'00.7"O 

Extracción de los compuestos orgánicos volátiles de hongos entomopatógenos nativos en 

medio PDA 

Los hongos entomopatógenos nativos, denominados tratamiento CVAD01 y CVAD02, 

utilizados para recolectar COVs, tuvieron quince días de crecimiento en medio PDA. La captura 

de los COVs se realizó utilizando el adsorbente Porapak Q (USA, Estados Unidos) con una 

malla 50/80 (Supelco Inc. Bellefonte, PA 16823 Estados Unidos). Las extracciones se 

realizaron de acuerdo con la metodología descrita por Toll et al. (2006), técnica adaptada para 

aireación de hongos entomopatógenos llamada "capilla biológica", registrada en la Institución 

Nacional de Propiedad Intelectual (INPI, Brazil, patente BR1020190125659). El aire filtrado 

con carbón activo se inyectó a través de un compresor con un flujo de entrada de 500 ml min-1, 

mientras otra bomba aspiraba el aire a través de la trampa adsorbente a un caudal de 400 ml 
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min-1. Todas las conexiones del sistema de aireación se realizaron con tubos flexibles de 

politetrafluoroetileno (PTFE), creando un sistema de presión positiva, como lo describen 

Moraes et al. (2008). Las extracciones se realizaron durante 24 horas, con tres repeticiones por 

tratamiento. También se realizó extracción de COVs a partir de cuatro testigos (el mismo medio 

de cultivo usado anteriormente, pero desprovisto de siembra de los hongos estudiados), para 

comprobar la eventual actividad sobre el insecto de emisiones volátiles procedentes del medio 

de cultivo. Al final de las aireaciones, la desorción de los compuestos se realizó utilizando 500 

μl de hexano bidestiladoL de hexano bidestilado 

HPLC (SigmaAldrich, San Luis, Missouri, USA). Los extractos obtenidos se colocaron en 

viales (vidrio de borosilicato, 2 ml) y se almacenaron en un congelador a -20 ºC. 

 

Bioensayo comportamental 

La respuesta comportamental de los adultos de R. palmarum a los compuestos volátiles 

presentes en los HEs nativos se evaluó en bioensayos utilizando un olfatómetro “Y”. Este 

modelo de olfatómetro bidireccional es similar al utilizado en otras pruebas olfativas para el 

orden Coleoptera (RuizMontiel et al. 2003, Lopez-Llorca et al. 2017). Cada brazo del tubo de 

vidrio posee 30 cm de longitud con 5 cm de diámetro, estando separados por un ángulo de 75º, 

operando con un flujo de aire continuo de 200 ml min-1 previamente humidificado y filtrado 

con carbón activado (RuizMontiel et al. 2003).  

Fueron realizados dos bioensayos distintos: el primero a partir de extractos hexánicos 

obtenidos de cultivos fúngicos de HEs aislados procedentes de ejemplares de R. palmarum 

infectados; el segundo, utilizando directamente placas de PDA inoculadas con esporas de los 

hongos entomopatógenos de interés. Estos aislados puros se obtuvieron raspando los HEs de la 

placa matriz e inoculándolos otra vez en nuevas placas con medio PDA, con tiempo total de 

incubación de 15 días. Las fuentes de olores utilizadas para testar los extractos hexánicos fueron 

un pedazo de papel de filtro (2x2 cm, Whatman Nº 1) impregnado con 10 µL del extracto 

hexánico, así como con hexano en la misma concentración (que actuó como control). Los 

tratamientos y bioensayos analizados fueron: 

i. Respuestas de los machos al extracto de CVAD01 versus control.  

ii. Respuestas de las hembras al extracto de CVAD01 versus control  

iii. Respuestas de los machos al extracto de CVAD02 versus control  

iv. Respuestas de las hembras al extracto CVAD02 versus control  

v. Respuestas de los machos a cultivos en PDA de CVAD01 versus control 

vi. Respuestas de las hembras a cultivos en PDA de CVAD01 versus control 

vii. Respuestas de los machos a cultivos en PDA de CVD02 versus control 

viii.Respuesta de las hembras a cultivos en PDA de CVD02 versus control. 

 

La respuesta se registró por un tiempo de 10 minutos, considerándose finalizada cuando 

el insecto caminó contra el flujo de aire filtrado hasta el final del brazo del olfatómetro que 

contenía la fuente de olor testada o bien hacia el brazo que contenía el control. Ambos 

bioensayos de olfatometría “Y” se realizaron de las 8:00 a.m. a la 1:00 p.m. en una habitación 

mantenida a 28 ± 2 ºC y 75 ± 5% de humedad relativa. Se emplearon 20 insectos distintos de 

cada sexo por tratamiento cada día. 

Bioensayo electrofisiológico 

Las respuestas de las antenas de R. palmarum a los extractos obtenidos en este trabajo fueron 

analizadas mediante electroantenografía (EAG) y mediante cromatografía acoplada a 
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electroantenografía (CG-EAG). Los especímenes de R. palmarum fueron anestesiados a baja 

temperatura (-10 ºC) por un minuto y, en seguida, una antena fue cortada cuidadosamente por 

su base. Las antenas se fijaron en electrodos de plata provistos de gel conductor (Spectra 360. 

Parker Laboratories Inc., Hellendoorn, Holanda). El flujo de aire portador de los estímulos hacia 

la antena fue de 30 ml s-1. Se realizaron dos bioensayos: el primero tuvo como objetivo verificar 

la bioactividad de los extractos en la antena del insecto, realizando mediciones de EAG directas 

sobre antenas de machos y hembras de R. palmarum sometidas a pulsos de aire filtrado de 

muestras de extractos hexánicos de los hongos entomopatógenos estudiados (en adelante se 

denominará este bioensayo “respuesta EAG”). Como control se utilizaron pulsos de aire con 

hexano. La preparación de los aromas a testar se realizó añadiendo 10 µl de las muestras 

analizadas en un papel de filtro (Whatman Nº 1, 1,0 cm por 1,0 cm), el cual se insertó en una 

pipeta de vidrio Pasteur. Esta pipeta se conectó al sistema generador de impulsos (controlador 

de estímulo, tipo CS-55, Syntech, Hilversum, Países Bajos); el impulso se mantuvo durante 0,3 

s y sobre cada antena se aplicaron sucesivamente 3 estímulos de cada aroma testado. Se 

emplearon cinco antenas de cada sexo procedentes de insectos distintos. 

Para analizar la respuesta CG-EAG se inyectó una alícuota de 4 µl de las muestras en 

un cromatógrafo de gases (Shimadzu, GC-2010, Kyoto, Japan) acoplado a detector de 

ionización de llama (FID) (Shimadzu QP-2010), operado en el modo "splitless" y provisto de 

una columna capilar RTX-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 μl de hexano bidestiladom). Las 

condiciones de análisis fueron las siguientes: temperatura del detector FID, 280 ºC; rampa de 

temperaturas del CG comenzando a 40 ºC durante 7 minutos, seguido de un gradiente de 

calentamiento de 4 ºC min-1 hasta alcanzar 150 ºC, que se mantuvo durante 20 minutos. La 

duración total del programa fue de 41 minutos. Se utilizó nitrógeno como gas portador con un 

caudal de 1 l min-1. Las respuestas de las antenas se registraron mediante un amplificador de alta 

impedancia (IDAC4, Syntech 2004, Hilversum, Países Bajos). Las salidas del amplificador 

EAG y el FID se monitorearon simultáneamente y se analizaron utilizando el software Data 

Aquisicion System for Spike Analysis (AutoSpike 3.10, versión 2018). Se consideró que los 

compuestos que eluían del cromatógrafo eran activos si producían actividad 

electroantenográfica similar en varias señales CGEAG. Se realizaron al menos cinco 

repeticiones de cada muestra analizada. 

Análisis por cromatografía 

Los extractos obtenidos en este trabajo fueron analizados por Cromatografía de Gases acoplada 

al Detector por Ionización de Llama (CG-FID) y Espectrometría de Masas (CG-EM). Para 

realizar los análisis cromatográficos, los extractos obtenidos en las aireaciones se sacaron del 

congelador y se mantuvieron a temperatura ambiente por un período de aproximadamente 5 

minutos. Luego, se introdujo una alícuota de 1 μl de hexano bidestiladoL de cada extracto en 

el cromatógrafo de gases acoplado al Detector de Ionización de Llama (FID) (Shimadzu QP-

2010) con una columna Nist-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25 μl de hexano bidestiladom). Las 

condiciones para el análisis de CG fueron: inyector con temperatura 280 ºC en modo Splitless 

(sin división de flujo), la columna partiendo a 40 ºC durante 7 minutos, seguido de un gradiente 

de 4 ºC min-1 hasta llegar a 150 ºC, que se mantuvo durante 20 minutos, con un tiempo de 

ejecución total de 41 minutos, siendo el gas portador nitrógeno. Los espectros de masas se 

obtuvieron con el CG-EM operando en modo de ionización por impacto de electrones a 70 eV, 

con el mismo modo de operación que el CG-FID, y teniendo helio como gas portador.  

Los compuestos se identificaron comparando sus tiempos de retención (RT), y sus 

índices de retención lineal (LRI) se determinaron relativamente y se calcularon inyectando una 

solución estándar saturada de n-alcano (C7-C30) a 1000 μl de hexano bidestiladog ml-1 en hexano 

de grado HPLC (Supelco, Bélgica), siguiendo la definición de Van Den Dool & Kratz (1963). 

Los espectros de masas se compararon por similitud con los de las bibliotecas del dispositivo 
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(Nist National Institute of Standards and Technology) y con los disponibles en referencias 

bibliográficas (El-Sayed 2019). 

 

Análisis estadístico 

Las respuestas de los adultos de R. palmarum a los bioensayos olfatométricos se analizaron 

mediante la prueba de Chi-cuadrado. Los insectos que no eligieron ninguno de los brazos que 

contenían los aromas testados fueron excluidos del análisis estadístico. Con el fin de dilucidar 

diferencias significativas en las respuestas máximas electroantenográficas de las antenas de R. 

palmarum frente a los extractos de hongos entomopatógenos (respuesta EAG), la intensidad de 

los impulsos electroantenográficos detectados se sometió a análisis de varianza (ANOVA), con 

las medias comparadas por la prueba de Tukey, con una probabilidad del 5%. Para los análisis 

estadísticos se usó el programa SISVAR versión 5.6 (Ferreira 2014). 

Resultados 

Bioensayo comportamental 

En el primer bioensayo en olfatometría “Y”, en el que se analizó el comportamiento de R. 

palmarum frente a extractos hexánicos de CVAD01 (Fig. 2A), no hubo diferencias de respuesta 

significativas entre el extracto y el control (hexano) ni en hembras (p= 0,53; χ2= 0,41; gl= 1) ni 

en machos (p= 0,34; χ2= 0,91; gl= 1). En relación con el extracto CVAD02 (Fig. 2B), los machos 

de R. palmarum mostraron atracción significativamente mayor hacia el extracto que hacia el 

control (gl= 1; p= 0,04; χ2= 3,95); en contraste, las hembras no respondieron significativamente 

frente al extracto (gl= 1; p = 0,19; χ2= 1,62).  

 

Figura 2: Respuesta porcentual de R. palmarum al extracto procedente del hongos 

entomopatógenos. A:  CVAD01 (Hembras: p= 0,53; χ2= 0,41; Machos: p= 0,34; χ2= 0,91); B: 

CVAD02 (Hembras: p= 0,19; χ2= 1,62; Machos: p= 0,04; χ2= 3,95); C: CVAD01 en medio 

PDA, y frente al control (medio PDA sin inocular, “MC”)(Hembras: p=0,53; χ2=0,41; Machos: 

p= 0,01; χ2= 5,52); D: CVAD02 en medio PDA, y frente al control (médio PDA sin inocular. 

“MC”) (Hembras: gl=1; p=0,13; χ2=0,12; Machos: p=0,72; χ2=0,12). Para todos los ensayos 

n=20; gl=1. El asterisco indica diferencia significativa entre tratamientos, para el sexo indicado. 
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En el segundo bioensayo (Fig. 2C), cuando se expusieron machos y hembras de R. 

palmarum a placas de PDA con cultivos de CVAD01 versus control, el 67,5% de los machos 

mostraron preferencia por el control (p= 0,01; χ2= 5,52; gl= 1); en cambio las hembras no 

mostraron diferencias de preferencia significativas (p = 0,53; χ2= 0,41; gl = 1). Para el hongo 

CVAD02 cultivado en medio PDA no se observó respuesta significativa de R. palmarum por 

parte de las hembras (p=0,13; χ2=0,12; gl=1) ni de los machos (p=0,72; χ2=0,12; gl=1) (Fig.2D) 

 

 

Figura 3: Respuesta de EAG (medias±error estándar) de las antenas de R. palmarum frente a 

extractos de los hongos entomopatógenos y al hexano (control). A: Hembras, CVAD01 

(1,89±0,79 mV), CVAD02 (1,83±0,84 mV) y control (1,02±0,49 mV) (n=5), prueba de de 

Tukey (gl= 2; p< 0,01; CV%= 12,99; Datos transformados por √x). Letras distintas indican 

diferencias significativas. Para ambos sexos n=5 

 

Bioensayo eletrofisiológico  

Las respuestas de EAG de R. palmarum frente a los extractos hexánicos de los dos hongos 

entomopatógenos testados resultaron significativas a los extractos hexánicos de los dos hongos 

entomopatógenos testados resultaron significativas comparadas con la provocada por el hexano 

(control), tanto en hembras, CVAD01 (1,89±0,79 mV) y CVAD02 (1,83±0,84 mV), (Fig. 3A), 

como en machos, CVAD01 (0,68±0,88 mV) y CVAD02 (0,69±0,88 mV) (Fig. 3B).  

La figura 4 muestran las señales de CG-EAG representativas, donde se resaltan los picos de 

EAG que se repitieron en el mismo tiempo de retención en las 5 señales de CG-EAG analizadas 

en cada, para extractos de los hongos estudiados. Los resultados sugirieren la existencia de 

respuesta antenal, para machos y hembras, frente a tres componentes del extracto de CVAD01 
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(tiempos de retención en minutos: 16,83; 24,48 y 35,33) y frente a cuatro componentes del 

extracto de CVAD02 (tiempos de retención en minutos: 16,83; 18,66; 24,48 y 35,33). 

 
Figura 4: Respuesta electroantenográfica (GC-EAG) representativa para machos y hembras de 

R. palmarum expuestos a extractos de hongos entomopatógenos nativos (n=5). A-C: CVAD01, 

tiempos de retención (minutos) de los componentes antenalmente activos: 16,83 (A), 24,48 (B) 

y 35,33 (C); D-F: CVAD02, tiempos de retención: 16,83 y 18,66 (D), 24,48 (E) y 35,33 (F). 
 

 

Análisis por cromatografía  

Los análisis cromatográficos obtenidos de las muestras de los extractos CVAD01 y CVAD02 

permitieron identificar los mismos compuestos. Los compuestos identificados, cada uno con su 

respectivo tiempo de retención (TR), índice de retención linear (IRL), tipo funcional y fórmula 

molecular se enumeran en la tabla (1). Se identificaron dos alcoholes, tres hidrocarburos 

aromáticos, dos monoterpenos, tres cetonas y tres hidrocarburos lineales 
 
 

Nº TRMIN Componente IRLC Tipo funcional Fórmula Molecular 

1 10,72 1,3 Dimetil benzeno 870 Hidrocarburo aromático C8H10 

2 11,87 1,2 Dimetil benzeno 891 Hidrocarburo aromático C8H10 

3 14,95 2-Octen-4-ol 953 Alcohol C8H16O 

4 15,65 2-metiloctan-3-ona 968 cetona C9H18O 
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5 15,67 2,5-Octanediona 968 cetona C8H14O2 

6 16,62 3-Isopropil-5-metil-hexan-2-ona 988 cetona C10H20O 

7 16,78 Mirceno 991 Monoterpeno C10H16 

8 18,42 Limoneno 1028 Monoterpeno C10H16 

9 18,50 2-Etil-1-hexanol 1030 Alcohol C8H18O 

10 24,67 Naftaleno 1180 Hidrocarburo aromático C10H8 

11 32,49 Tetradecano 1400 Hidrocarburo lineal C14H30 

12 35,46 Pentadecano 1499 Hidrocarburo  lineal C15H32 

13 37,03 Hexadecano 1600 Hidrocarburo lineal C16H34 
Tabla 1: Compuestos orgánicos volátiles comunes a los extractos de los dos hongos entomopatógenos nativos, caracterizados por el método 

CG-EM, y sus respectivos IRL. Biblioteca de referencia (CG-EM) - (Nist- National Institute of Standards and Technology). TR m Tiempo de 

Retención en minutos; IRLc - Índice de Retención Linear calculado a partir de una ecuación linear basada en los tiempos de retención de los 

compuestos identificados en relación con una serie homóloga de n-alcanos (C7-C30/C13) (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, USA) inyectados 

en las mismas condiciones que las muestras. 

Discusión 

En el presente trabajo, la técnica de aireación realizada en la "capilla biológica" ha mostrado 

eficiencia para la captura de COVs de hongos entomopatógenos. De acuerdo con Ormond et al. 

(2011), los insectos de los órdenes Coleoptera, Isoptera, Hemiptera y Orthoptera, al detectar los 

COVs de los hongos entomopatógenos del orden Hypocreales, cambian su comportamiento 

para evitar que los parasiten. Los resultados obtenidos en olfatómetro “Y” sugieren que los 

COVs liberados por cultivos PDA de CVAD01 podrían tener actividad repelente para machos 

de R. palmarum; el cultivo CVAD02 no pareció actuar en el mismo sentido, incluso hubo una 

selección significativa de los machos por el ramal del olfatómetro que contenía extractos 

hexánicos de este hongo. Res puestas de repelencia de R. ferrugineus (Coleotera: 

Curculionidae) fueron observadas en pruebas de olfatometría donde se utilizaron hongos 

entomopatógenos en esporulación versus control (Lopez-Llorca et al. 2017). Meyling & Pell 

(2006) observaron el mismo comportamiento repelente causado por B. bassiana, pero esta vez 

sobre insectos parasitoides. Concluyeron que los machos y las hembras de Anthocoris nemorum 

(L., 1760) (Heteroptera: Anthocoridae) evitaban el contacto con las superficies de las hojas 

inoculadas con B. bassiana. Este tipo de comportamiento evidencia que los artrópodos, 

especialmente los parasitoides, que buscan alimentos y lugares para la oviposición, evalúan su 

entorno mediante signos químicos relacionados con el riesgo de depredación, ya sea para sí 

mismos (Grostal & Dicke 2000, Venzon et al. 2000) o sus descendientes (Nakashima & Senoo 

2003, Eitam & Blaustein 2004). Lopes et al. (2014) analizaron la combinación del hongo B. 

bassiana y feromona en bioensayos de olfatometría en “Y”, mediante una formulación granular 

en capsulas gelatinosas como estrategia de atracción y muerte contra el picudo del plátano 

Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (Coleoptera: Curculionidae). Concluyeron que el 

sistema atrayente capsular estudiado garantizó la integridad tanto del componente feromonal 

como de las esporas, sin causar repelencia de B. bassiana hacia C. sordidus. El desarrollo de 

una formulación atrayente considerada aceptable para el insecto diana, con una concentración 

adecuada del agente entomopatógeno, puede ser la clave para aumentar la eficiencia del agente 

de control y, además, minimizar un eventual efecto de repelencia no beneficioso en las 

poblaciones de enemigos naturales. 

Triana et al. (2020) proponen realizar bioensayos electroantenográficos acoplado a 

cromatografía (CG-EAG) para analizar la respuesta antenal de los insectos frente a mezclas de 

aromas, ya que la antena del insecto responde de forma gradual y dinámica a las moléculas 

bioactivas presente en el extracto analizado. También  Vickers et al. (2001) y Riffell et al. 

(2008),  describen que la respuesta de la antena en relación con las plumas de olores se puede 

visualizar con la técnica de la electroantenografía (EAG), ya que la antena del insecto responde 
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gradual y dinámicamente a las moléculas bioactivas presentes en el extracto analizado. Basado 

en esas premisas, para este trabajo el bioensayo de CG-EAG mostró la existencia de varios 

componentes antenalmente activos para R. palmarum en los extractos hexánicos de los dos 

hongos entomopatógenos nativos testados; las propias pruebas de EAG revelaron respuestas de 

baja intensidad, pero significativas, comparadas con el control, frente a COVs de extractos 

hexánicos de los dos HEs nativos identificados estudiados. La eficiencia de la respuesta de los 

insectos está intrínsecamente correlacionada con las estructuras sensoriales en las antenas 

(denominadas sensilas). En R. palmarum las sensilas se distribuyen en una organización 

funcional de mosaico a lo largo de la estructura de la antena (Said et al. 2003). Los insectos 

utilizan los penachos de olores para la localización de sitios adecuados de alimentación u 

oviposición, para buscar huéspedes, aparearse y escapar depredadores (Fleischer et al. 2017, 

Antony et al. 2018). Da Silva et al. (2019) describieron que las estructuras olfativas sensilares 

son importantes para la detección de moléculas de olores. Al entrar en los poros de la pared 

cuticular del sensila olfatoria, se transportan a la linfa sensilar a través de proteínas que se unen 

al olor (OBPs), receptores olfativos (ORs) hasta que llegan a las neuronas sensoriales olfativas 

que permitirá en el reconocimiento molecular e indujo una respuesta de comportamiento de 

insectos.  

En relación con los análisis cromatográficos de los extractos CVAD01 y CVAD02, fue 

caracterizado un perfil común constituido por trece compuestos orgánicos volátiles, que podrían 

tener uso potencial para el manejo integrado de plagas de perforadores. En el mismo sentido, 

Lozano-Soria et al. (2020) caracterizaron noventa y siete compuestos orgánicos volátiles 

fúngicos de B. bassiana (Bb1TS11), Metarhizium robertsii  J.F. Bisch., Rehner & Humber 

(Mr4TS04) y Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & W. Gams (Pc123); los compuestos 

3-ciclohepten-1-ona y 1,3-dimetoxibenceno presentaron repelencia para C. sordidus. Polezel 

(2017) identificó compuestos orgánicos volátiles en tres hongos filamentosos, con potencial 

para varias aplicaciones, ya sea en la industria farmacéutica, para la producción de antifúngicos, 

antimicrobianos, así como en el área agrícola, algunas de las cuales pueden usarse para 

controlar nematodos. Oliveira et al. (2017) también describieron la presencia de cuarenta y 

cuatro componentes volátiles producidos por Albonectria Albonectria rigidiuscula (Berkeley 

& Broome) Rossmann & Samuels obtenidos por microextracción en fase sólida (SPME). La 

mayoría de los componentes identificados pertenecieron a las clases de sesquiterpenos, 

monoterpenos, otros hidrocarburos lineales, alcoholes aldehídos, cetonas, ésteres y compuestos 

aromáticos. Según Silva et al. (2019), entre las funciones ecológicas que desempeñan los 

microorganismos, se destaca la capacidad de inhibir el crecimiento de agentes fitopatógenos, 

ejerciendo la función de biocontroladores de enfermedades al actuar como antagonistas a través 

de diversos mecanismos, entre ellos la producción de compuestos orgánicos volátiles. La 

presencia de compuestos orgánicos volátiles en hongos entomopatógenos también ha sido 

descrita por Bojke et al. (2018). Al realizar un análisis por CG-EM, encontraron que los 63 los 

compuestos volátiles detectados se clasificaron en los siguientes grupos: aldehídos, cetonas, 

alcoholes, ésteres, ácidos, terpenos y otros. Los resultados muestran que los hongos 

entomopatógenos producen un perfil amplio de COVs y que estos median las interacciones 

entre organismos dentro y a través de diferentes nichos ecológicos (Hung et al. 2015). Según 

Holighaus & Rohlfs (2016), el estudio de las interacciones entre insectos y hongos puede 

revelar nuevos aleloquímicos de particular beneficio para el desarrollo de estrategias 

innovadoras de manejo de plagas, aunque la forma con que la diversidad de COVs de hongos 

actúa sobre el comportamiento de los insectos es aún poco conocida. 
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Conclusión 

La extracción de compuestos orgánicos volátiles de hongos entomopatógenos nativos mediante 

aireación por el sistema capilla biológica es una técnica sencilla de realizar, pero es necesario 

realizarla correctamente para que se obtenga el máximo rendimiento. Con las extracciones y 

análisis realizados se puede apreciar que es posible determinar una cantidad considerable de 

componentes presentes en los extractos de hongos entomopatógenos nativos. Los bioensayos 

por electroantenografía evidenciaron respuestas antenales para los extractos. Los análisis 

cromatográficos obtenidos de las muestras de los extractos CVAD01 y CVAD02 permitieron 

la caracterización de dos alcoholes, tres hidrocarburos aromáticos, dos monoterpenos, tres 

cetonas y tres hidrocarburos lineales. Los resultados aquí descritos proporcionan la 

caracterización de perfiles de compuestos orgánicos volátiles para dos hongos 

entomopatógenos nativos que parasitan R. palmarum, que podrían tener un uso potencial en el 

control de plagas de insectos perforadores. Se necesita continuar con estudios más específicos 

en relación con el comportamiento de atracción y/o repelencia de picudos de las palmeras, tanto 

para la elección de los sistemas óptimos de control de estos insectos como para evitar una 

potencial actividad repelente tanto en los propios insectos diana como en sus enemigos 

naturales. 
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CAPÍTULO IV- IDENTIFICAÇÃO E PATOGENICIDADE DE ISOLADOS NATIVOS 

DE Beauveria bassiana, em Rhynchophorus palmarum (LINNEAUS, 1758) 
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CAPÍTULO IV- IDENTIFICAÇÃO E PATOGENICIDADE DE ISOLADOS NATIVOS 

BRASILEIROS DE Beauveria bassiana EM Rhynchophorus palmarum (LINNEAUS, 

1758) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) 

 

RESUMO 

 

A broca do coqueiro da América do Sul, Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1764), pertence 

a família Curculionidae da Ordem Coleoptera, se alimentam e ovipositam em plantas da família 

Arecáceae. Este inseto é uma praga nas plantações de coco e dendezeiros. Este capítulo teve 

como objetivo identificar os isolados de fungos entomopatogênicos nativos (FENs) que 

parasitam R. palmarum; caracterizar a diversidade genética e analisar a patogenicidade destes 

isolados em adultos R. palmarum como potencial controle para a espécie invasora, o bicudo 

vermelho R. ferrugineus. Para a identificação morfológica dos FENs usou-se a técnica de 

microcultivo em meio BDA e para a molecular os isolados foram submetidos ao protocolo de 

extração de DNA, amplificação e sequenciamento, utilizando os marcadores ITS-rDNA 

(Internal Transcrito Spacer) e α-TEF (Translation Elongation Factor-1α). Nos bioensaios de 

patogenicidade utilizaram-se os isolados nativos denominados CVAD01, CVAD02, CVAD06 

em relação Beauveria bassiana CPATC/032 e Beauveria bassiana isolado comercial, na 

suspensão fúngica de 1,0 x 109 conídios/mL. Os esporos foram raspados das placas de Petri, 

com auxílio de um bisturi devidamente flambado e, em seguida, transferidos para tubos de 

ensaios. Foram realizadas diluições sucessivas para contagem em câmara de Neubauer e 

quantificação e os adultos de R. palmarum foram imersos em 20 mL de suspensão fúngica na 

concentração de 1,0 a 109 conídios/mL. As análises morfológicas e filogenética possibilitaram 

a identificação dos FENs pertencentes a espécie Beauveria bassiana. O uso do protocolo da 

extração permitiu obtenção de DNA dos fungos entomopatogênicos nativos de boa qualidade, 

integridade, pureza e adequado para amplificação, com 500 pares de base. Os testes de 

patogenicidade causaram alta mortalidade para R. palmarum em relação às testemunhas. O 

ciclo biológico completo no inseto R. palmarum para os isolados Beauveria 

CVAD01/CVAD06/CVAD02, B. bassiana CPATC/032 e B. bassiana comercial foram de 19, 

20, 21, 23 e 25 dias, respectivamente. Os isolados CVAD01, CVAD02 e CVADO6 

apresentaram alta patogenicidade entre os 7 e 21 dias com mortalidades entre 90 e 100%, o que 

os qualificam como um potencial controle biológico para desenvolver testes futuros em estufa 

e aplicação em campo, para o controle da do coqueiro da América do Sul e o potencial controle 

do bicudo vermelho na região costeira do Estado de Alagoas e no Brasil.  

 

 

Palavras-chave: Coleoptera; Mortalidade; Sequenciamento; Diversidade genética; Fungos 

entomopatogênicos; Rhynchophorus. 
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IDENTIFICATION AND PATHOGENICITY OF NATIVE BRAZILIAN ISOLATES 

OF Beauveria bassiana ON Rhynchophorus palmarum (LINNEAUS, 1758) 

(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) 

 

ABSTRAT 

 

The South American coconut borer, Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1764), belongs to 

the family Curculionidae of the Order Coleoptera, feeds and lays eggs on plants of the family 

Arecaceae. This insect is a pest on coconut and oil palm plantations. This chapter aimed to 

identify the isolates of native entomopathogenic fungi (FENs) that parasitize R. palmarum; 

characterize the genetic diversity and analyze the pathogenicity of these isolates in adults R. 

palmarum as a potential control for the invasive species, the red boll weevil R. ferrugineus. For 

the morphological identification of FENs, the microculture technique in PDA medium was 

used, and for the molecular technique, the isolates were submitted to the DNA extraction, 

amplification and sequencing protocol, using the ITS-rDNA (Internal Transcript Spacer) and α-

TEF markers (Translation Elongation Factor-1α). In the pathogenicity bioassays, native isolates 

named CVAD01, CVAD02, CVAD06 were used in relation to Beauveria bassiana 

CPATC/032 and Beauveria bassiana commercial isolate, in a fungal suspension of 1.0 x 109 

conidia/mL. The spores were scraped from the Petri dishes with the aid of a scalpel duly flamed 

and then transferred to test tubes. Successive dilutions were made for counting in a Neubauer 

chamber and quantification, and the adults of R. palmarum were immersed in 20 mL of fungal 

suspension at a concentration of 1.0 to 109 conidia/mL. The morphological and phylogenetic 

analyzes allowed the identification of FENs belonging to the species Beauveria bassiana. The 

use of the extraction protocol allowed obtaining DNA from native entomopathogenic fungi of 

good quality, integrity, purity and suitable for amplification, with 500 base pairs. Pathogenicity 

tests caused high mortality for R. palmarum compared to controls. The complete biological 

cycle in the insect R. palmarum for the isolates Beauveria CVAD01/CVAD06/CVAD02, B. 

bassiana CPATC/032 and commercial B. bassiana were 19, 20, 21, 23 and 25 days, 

respectively. The isolates CVAD01, CVAD02 and CVADO6 showed high pathogenicity 

between 7 and 21 days with mortality between 90 and 100%, which qualifies them as a potential 

biological control to develop future tests in greenhouse and field application for the control of 

coconut of South America and the potential control of the red boll weevil in the coastal region 

of the State of Alagoas and in Brazil. 

 

 

Keywords: Coleoptera; Mortality; Sequencing; Genetic diversity; Entomopathogenic fungi; 

Rhynchophorus. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O coqueiro, Cocos nucifera (L.), pertence à família Arecaceae, uma planta de clima 

tropical, de origem asiática, teve uma rápida disseminação pelo litoral nordestino, por encontrar 

na região características edafoclimáticas favoráveis para o cultivo, ocupando um ecossistema 

com poucas possibilidades de outras explorações comerciais, tendo um grande significado 

social para região, sendo base constituinte no artesanato, matéria prima para indústria de 

cosméticos e alimentícios, na construção de casas, no uso tradicional do coco in natura, gerando 

oportunidades de emprego e renda as comunidades (ELIAS; SANTOS, 2016; ELIAS et al. 

2015).  

 Uma das limitantes na produção da cultura do coqueiro é a incidência de pragas e de 

doenças que constituem um problema na exploração e propiciam uma baixa produtividade, 

podendo ser observadas a presenças de insetos considerados pragas desde o início da 

implantação das mudas até a fase adulta (FERREIRA; WARWICK; SIQUEIRA, 1998). Dentre 

as pragas de importância econômica para região de Alagoas, a broca-do-olho-do-coqueiro, 

Rhynchophorus palmarum, causam danos consideráveis aos produtores e as dificuldades no 

controle é favorecido pelo habito críptico da larva, formando galerias no interior do tronco das 

palmeiras. Este inseto é o vetor responsável na transmissão do nematoide Bursaphelenchus 

cocophilus, agente causador da doença conhecida como anel vermelho (FERREIRA; 

ARAUJO; SARRO, 2002). 

 A distribuição geográfica R. palmarum compreende desde Argentina até EUA, sob 

erradicação em Califórnia, Arizona e Texas (EPPO, 2020). Este inseto possui coloração preta, 

medindo de 2 a 4 cm de comprimento e com um rostro alongado, possui dimorfismo sexual, os 

machos têm uma série de pêlos em forma de pincel na região dorsal, ao contrário das fêmeas 

que também apresentam um rostro alongado sem pêlos. As larvas são esbranquiçadas, ficando 

mais amareladas nos últimos instantes larvais, com cabeças marrons escuras, curvadas até 7,5 

cm de comprimento ao final de seu desenvolvimento, no décimo primeiro ínstar. As pupas são 

amareladas e permanecem alojadas em um casulo de 8 a 10 cm de comprimento, construído 

pelas larvas com fibras de coco (GALLO et al. 2002; FERREIRA et al. 2002). 

 Para tentar amenizar os prejuízos causados por R. palmarum, são utilizados o controle 

químico, com baixa eficiente na erradicação das populações do inseto, o cultural que consiste 

em erradicar e queimar as árvores afetadas, o que reduz a infestação, porém causa um impacto 

ambiental na emissão dos gases de efeito estufa e o uso do feromônio de agregação rincoforol 
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associados com pedaços de cana-de-açúcar (DUARTE et al. 2003; MOURA et al. 1990; 

ROCHAT et al. 1991).  

  Antes de qualquer aplicação de táticas de manejo agrícola para o controle de pragas um 

levantamento faunístico no local deve ser abordado para identificação de agentes microbianos 

(SANJUAN, 2014). As espécies de fungos entomopatogênicos com maior potencial para serem 

desenvolvidas como bioinseticidas são justamente aquelas que podem estar presentes no 

ambiente onde o microorganismo será aplicado (ALVES, 1998; GOETTEL et al. 1990; 

AHMED; FREED, 2021). Para Wakil et al. (2017), Yasin et al. 2017 e Shahina et al. (2009), o 

uso de FEs nativos podem ser usados como biopesticidas no controle de insetos do gênero 

Rhynchophus spp., minimizando a resistência a inseticidas. Os critérios de seleção dos isolados 

para fins de biocontrole baseiam-se nas taxas de mortalidade de insetos observadas em 

bioensaios, além da eficiência de produção dos conídios em meio de cultura (MCKINNON et 

al. 2018; AHMED; FREED, 2021). 

  Para a identificação dos fungos, são necessárias diferentes técnicas, dentre elas, a 

taxonômica clássica muito utilizada porque facilita a separação por grupos e assim 

possibilitando a realização de testes de patogenicidade (ALVES, 1998) e os estudos 

moleculares são de grande importância para identificação da variedade genética dos fungos 

entomopatogênicos (FEs) nativos.  

  O avanço das técnicas moleculares, principalmente aquelas baseadas na análise de DNA 

pela reação em cadeia da polimerase (PCR), tem permitido o desenvolvimento de metodologias 

rápidas, precisas e aplicáveis a um grande número de amostras para a detecção e identificação 

de diferentes fungos (KINDERMANN et al. 1998; SCHOCH et al. 2012; WANG; WANG, 

2017). Nesse sentido, os perfis de DNA têm sido usados como ferramentas poderosas e 

sensíveis para identificar com precisão isolados de fungos que infectam uma população 

hospedeira (WANG; WANG, 2017). As técnicas moleculares são ferramentas uteis no estudo 

de identificação filogenética dos fungos, sendo importante o sequenciamento de várias regiões 

especificas para identificação da espécie.  

  Dentre os marcadores moleculares, são comumente utilizados para filogenia de fungos 

entomopatogênicos a região ITS (do inglês Internal Transcrito Spacer) um marcador nuclear 

possui sequencias altamente conservadas (IMOULAN, 2017) e α-TEF (Translation Elongation 

Factor-1α) na diferenciação no nível de espécies (BUSTAMANTE et al. 2019). Portanto, o 

presente estudo objetivou caracterizar a diversidade genética dos fungos entomopatogênicos 
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nativos que parasitam R. palmarum e verificar a patogenicidade destes isolados em relação aos 

insetos da ordem coleóptera R. palmarum como potencial controle para R. ferrugineus. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Amostragem e isolamento de fungos entomopatogênicos 

 

As amostras de R. palmarum e de fungos entomopatogênicos utilizados neste estudo 

foram coletados na Fazenda São José (10° 08' 30.5" S, 36° 12' 00.7" W) povoado de Areas, 

Coruripe, Alagoas. Para o início das amostragens realizou-se uma entrevista com o proprietário 

da fazenda e seus trabalhadores, com a finalidade de entender a demanda local para o manejo 

agronômico da cultura do coqueiro (Figura 1 A/B). Foram coletados num total de cem amostras 

de insetos com sintomas de ataque de fungos, seguindo a metodologia de esforço amostral " 

descrito por Sanjuan et al. (2014) (Figura 1 C). Amostras dos insetos identificadas e 

armazenadas em potes plásticos. Para a coleta de amostras de insetos (com sinais de ataque de 

fungos), foi seguida uma metodologia padronizada onde as amostras foram colocadas em 

câmara úmida e incubadas a 28 ± 1°C para promover o desenvolvimento fúngico (TEXEIRA; 

FARIA, 2010) (Figura 1 D). Os conídios que carregam o corpo do inseto foram coletados e 

inoculados em placas com meio de cultura ágar com Dextrose de Batata e incubados a 28 ± 1°C 

por 5 a 21 dias. O crescimento do fúngico foi observado periodicamente nas placas e para a 

busca de possíveis colônias de fungos de interesse foram realizadas observações microscópicas 

(HUMBER, 2005). 
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Figura 1: Coleta a campo. (A) Plantação de coco da Fazenda São José, município de Coruripe 

– Alagoas, com infestação de R. palmarum; (B) Coqueiro com manifestação da doença do anel 

vermelho; (C e D) R. palmarum parasitados com fungos entomopatogênicos nativos. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2018 

 

2.2 Caracterização morfológica dos fungos entomopatogênicos nativos.  

 

 Para a identificação morfológica usou-se a técnica de microcultivo, segundo Koneman 

et al. (2001), caracterizada pelo crescimento fúngico numa superfície pequena de bloco de ágar 

1 x 1cm disposto numa lâmina de vidro de 76 por 76 mm, colocados numa base de varetas em 

triângulo (Figura 2 A/B). Um bloco de Ágar foi colocado com auxílio de uma espátula sobre a 

superfície central da lâmina e nele inoculado nas bordas do bloco de ágar em quatro lugares 

uma porção da colônia, com auxílio de uma alça de inoculação, esterilizada em bico de Bunsen 

(Figura 2 C/D). Uma lamínula foi aquecida passando-a rapidamente pela chama de um bico de 

Bunsen e colocada de imediato sobre a superfície do bloco de ágar inoculado. A placa Petri foi 

tampada, lacrada e incubada a temperatura ambiente durante um período de 5 a 7 dias, quando 

o crescimento fúngico mostrou-se visualmente suficiente, a lamínula pode ser retirada com 

auxílio de um palito de madeira e feita uma nova montagem de lâmina com lamínula, colocou-

se uma gota do corante azul-de-algodão e levada ao microscópio para análise onde foram 

observadas diariamente as estruturas de frutificação num microscópio óptico. 

A análise macroscópica das colônias foi feita mediante observação direta, onde foram 

analisadas: a velocidade de crescimento no isolamento primário das colônias, a coloração do 

reverso das colônias, a topografia e a textura do micélio. Para a identificação microscópica foi 

utilizado o microscópio Zeis e feitas fotomicrográficas, onde foram observadas as estruturas 

das hifas, verificando a presença de septos, os conidióforos e fiálides. 

 A identificação taxonômica dos isolados dos FEs nativos foi realizada utilizando a 

chave para identificação de patógenos de insetos descrita por De Hoog (1972) e confirmada por 

Fernandes et al. (2011), Rehner et al. (2011) e Kepler et al. (2017). Após a identificação 
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taxonômica clássica, estes foram separados em grupos de gêneros para a realização dos testes 

de patogenicidades e para auxiliar na análise molecular.  

 

Figura 2: Etapas para caracterização morfológica dos fungos entomopatogênicos nativos (A e 

B) Cortes do meio de cultura em blocos;(C) Repicagem dos isolados; (D) Montagem da placa 

com as lâminas para a microcultura. 

  
Fonte: Autora, 2018 

 

 

2.3 Avaliação da Mortalidade e Patogenicidade dos fungos entomopatogênicos nativos de 

R. palmarum. 

 

2.3.1 Isolados de fungos entomopatogênicos  

 

 Os FEs encontrados parasitando os R. palmarum denominados CVAD01, CVAD02 e 

CVAD06, foram retirados os fragmentos dos corpos de frutificação dos insetos e cultivados em 

placa Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Ágar) e incubados a 25°C para purificação 

dos isolados e mantido em observação por 20 dias. 

 Para a análise de mortalidade e patogenicidade utilizou-se como parâmetros de 

comparação os isolados Beauveria bassiana CPATC/032 da Embrapa Tabuleiros Costeiros e o 

isolado B. bassiana comercial® (Tabela 1). Todos os isolados dos fungos entomopatogênicos 

foram purificados e repicados em placas Petri (9 cm de diâmetro) contendo meio de cultura 

BDA e incubados por 15 dias. Após o crescimento e esporulação os isolados foram re-

inoculados no inseto R. palmarum, técnica denominada Postulado de Koch (MICHEREFF, 

2012).  Para a realização dos bioensaios de patogenicidade, foram utilizados insetos adultos de 

R. palmarum. 
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Tabela 1: Hospedeiros e procedência dos isolados de fungos entomopatogênicos utilizados 

nos experimentos 

Fonte: Autora, 2020 

 

2.3.2 Bioensaio de patogenicidade no inseto 

 

  Para a preparação das suspensões dos fungos, os esporos foram raspados das placas de 

Petri, com auxílio de um bisturi devidamente flambado e, em seguida, transferidos para tubos 

de ensaio. Foram realizadas diluições sucessivas para contagem em câmara de Neubauer e 

quantificação, sendo cada suspensão concentrada em 109 esporos/mL + espelhante adesivo 

Tween 80 (5 mL/L). Os adultos de R. palmarum foram imersos em 20 mL de suspensão fúngica 

(conídios do fungo + água estéril e Tween 80) na concentração de 1.0 x 109 conídios/mLm, 

durante dois ciclos de três segundos cada.  A mesma metodologia foi adotada para a testemunha, 

porém sem o fungo. Após a imersão, os insetos foram individualizados em copos plásticos, 

contendo em sua base papel filtro, pedaços de cana ofertados como alimento e as observações 

foram diárias, até a morte dos insetos. Após a morte, procedeu-se à imersão dos insetos em 

álcool 70% e água destilada e posterior individualização em câmara úmida, para se observar a 

extrusão do fungo e a confirmação do agente causal (Figura 3). 

  



82 

 

 

 

Figura 3: Adultos de R. palmarum em potes plásticos com papel filtro e cana, imersos em 20 

mL de suspensão fúngica (conídios do fungo + água estéril e Tween 80) na concentração de 1.0 

x 109 conídios/mLm, durante dois ciclos de três segundos cada. Ordem do bioensaio: (A) 

Comercial; (B) CPATC032; (C) CVAD06; (D) CVAD02; (E) CVAD01 e (F) Testemunha.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2020 

 

  As avaliações ocorreram diariamente, e os insetos mortos foram transferidos para 

recipientes plásticos com um pedaço de algodão umedecido com água destilada, mantidas em 

BOD a 25,0 ± 0,5º C, para a confirmação da morte causada pelo patógeno. O experimento foi 

conduzido em salas climatizadas e em BOD com temperatura de 25±2 °C, UR de 70±10% e 

fotofase de 12 horas.  

  Se utilizou um delineamento experimental inteiramente casualizado, com 6 (seis) 

tratamentos e 12 (doze) repetições, sendo cada repetição constituída de um inseto adulto. Foi 

realizada uma ANOVA (P≤0,05) em caso de significância foi realizado um teste de comparação 

de médias Duncan (P≤0,05) 

  Durante o experimento, nos intervalos de tempo aos 7, 14, 21 e 28 dias, foram calculadas 

as (%) de mortalidades dos tratamentos, as quais foram corregidas pela testemunha segundo a 

formula estabelecida por Shneider-Orelly (1947): 

 

%𝑀𝐶 = (
% 𝑴𝒐𝒓𝒕𝒂𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆 𝑻𝒐𝒕𝒂𝒍 −  % 𝑴𝒐𝒓𝒕𝒂𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆 𝒅𝒂 𝑻𝒆𝒔𝒕𝒆𝒎𝒖𝒏𝒉𝒂

(𝟏𝟎𝟎 −  % 𝑴𝒐𝒓𝒕𝒂𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆 𝒅𝒂 𝑻𝒆𝒔𝒕𝒆𝒎𝒖𝒏𝒉𝒂)
) × 100 

 

Onde: (MC) significa Mortalidade Corregida. 
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2.4 Caracterização molecular dos fungos entomopatogênicos nativos 

 

2.4.1 Extração de DNA 

 

  Para obtenção da massa micelial dos três isolados dos fungos entomopatogênicos nativos 

(CVAD1, CVAD2 e CVAD6), provenientes de culturas puras de cada espécie de fungos foram 

repicados em placa Petri com meio BDA (Ágar-Batata-Dextrose) e mantidos para crescimento 

durante 7 dias em temperatura ambiente de 25±1ºC. Os micélios frescos, foram raspados e 

macerados, seguindo o protocolo modificado (DELLAPORTA et al. 1983).  

  A extração do DNA seguiu o protocolo descrito por Doyle; Doyle (1987), cujo micélio 

triturado foi transferido para tubos de micro centrifuga com capacidade de 1,5 mL. Em seguida, 

adicionou-se 1 mL de tampão de extração tampão de extração hexadecyltrimethylammonium 

bromide (CTAB) 4% (CTAB 4%, NaCl 1,4M, EDTA 20 mM, Tris-HCl 100 mM, PVP 1%), 4 

µL de β-mercaptoetanol (0,1% v/v), e depois, os tubos foram mantidos em banho-maria a 65°C 

por 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000rpm por 15 minutos.  

  O sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde foi adicionado 600µL de CIA 

(clorofórmio: álcool isoamílico 24:1) e 40 µL de CTAB 10% aquecido a 65°C. Após 

centrifugação, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo e foi acrescentando 400µL de 

etanol absoluto. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70% e seco em temperatura ambiente 

e, em seguida, ressuspendido com 40 µL de TE (Tris-EDTA; Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM) 

+ RNAse (10µg/mL). A qualidade do DNA foi estimada visualmente em gel de agarose 0,8% 

e corados com brometo de etídio e observados sob luz UV. O material foi armazenado sob 

temperatura de -20°C. 

 

2.4.2 Amplificação, Purificação e Sequenciamento do DNA 

 

  Os três isolados do estudo foram amplificados com os primers ITS-rDNA (Internal 

Transcrito Spacer), α-TEF (Translation Elongation Factor-1α) e ATP6 (ATP synthase complex) 

(Tabela 2).  
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Tabela 2: Primers utilizados para amplificação dos genes 

Primer  Sequencia (5’- 3’)  Referências  

ITS1  

ITS4  

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

TCCTCCGCTTATTGATATGC  

White et al., 1990 

EFl-n8F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG  Rehner; Buckley 

(2005) EFl-986R TACTTGAAGGAACCCTTACC 

ATP6-C1A AGAWCAATTYGAARTRAGAG  

ATP6-C2A ACAAAYACTTGWGCTTGKATWAAIGC Castlebury et al. 2004 

Fonte: Autora, 2021 

 

  As reações de PCR foram realizadas em um volume total de 30 μl total, de acordo com a 

descrição na Tabela 3. O volume final das reações foi ajustado para 60μl com água Milli-Q 

autoclavada. As reações de PCR foram realizadas em termociclador Applied Biosystems (2720 

Thermal Cycler) nas seguintes condições: (i) um ciclo a 94°C por 2 min (desnaturação inicial); 

35 ciclos a 94°C por 45s (desnaturação), 55°C por 30s (anelamento), e 72°C por 35 s (extensão); 

e um ciclo final à 72°C por 10 min (WHITE et al., 1990); (ii) 95°C por 8 min; 35 ciclos a 95°C 

por 15 s, 55°C por 20s, 72°C por 60 s, um ciclo final à 72°C por 5 min; (iii) 94°- 4 min, com 4 

ciclos de 94° - 1 min; 37° - 35 s, 72° - 1 min, 29 ciclos de 94° - 35 s, 45° - 55 s, 72° - 1 min, 

72° - 10 min (CASTLEBURY et al. 2004).  Após a amplificação, as amostras foram submetidas 

à eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com brometo de etídio e observados sob luz 

UV. Os produtos de PCR obtidos foram sequenciados na empresa Macrogen Inc. (Seoul, Coréia 

do Sul) (https://dna.macrogen.com/eng/member/login.jsp).  

 

Tabela 3: Descrição das concentrações para a o PCR 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) Concentrações (vol.) 

DNA genômica 1.0 μl 

d-NTPʾs 2.4 μl 

Primers 2.0 μl 

MgCl2 0.9 μl 

Tampão 10x 3.0 μl 

Taq DNA polimerase 0.2 μl 

H2O 18.5 μl 
Fonte: Autora, 2021 

  

https://dna.macrogen.com/eng/member/login.jsp
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2.4.3 Edição de dados e análise filogenética 

 

As sequências de nucleotídeos foram editadas com o software CodonCode Aligner 

(CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts, USA). Todas as sequências foram 

analisadas e o arranjo dos nucleotídeos em posições ambíguas foram corrigidos por comparação 

das sequências senso e anti-senso. As análises iniciais foram realizadas com o algoritmo 

BLASTn (ALTSCHUL et al. 1990) no banco de dados GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Sequências de referência para várias espécies do gênero 

foram recuperadas do GenBank (Tabela 4) e utilizadas para a reconstrução da árvore 

filogenética. 

Para obtenção do alinhamento múltiplo das sequências de nucleotídeos utilizou-se o o 

programa MEGA X (KUMAR et al. 2018). As filogenias de Inferência Bayesiana (BI) para os 

dados de sequência de ITS e TEF, foram construídas individualmente no portal CIPRES 

(MILLER et al. 2010) usando MrBayes v. 3.2.3 (RONQUIST et al. 2012). O melhor modelo 

evolutivo para as análises foi realizado nas sequências concatenadas pelo MrModeltest v.2.3 de 

acordo com o Akaike Information Criterion (AIC) (POSADA; BUCKLEY 2004). As análises 

ocorreram por 10 milhões de gerações usando quatro cadeias e amostradas a cada 1.000 

gerações, para um total de 10.000 árvores. As primeiras 2.500 árvores foram descartadas na 

fase de queima. Probabilidades posteriores (RANNALA; YANG 1996) foram determinadas a 

partir de uma árvore de consenso de regra da maioria gerada com as 7.500 árvores restantes. 
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Tabela 4: Isolados usados na análise filogenética 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Caracterização morfofisiológica dos fungos entomopatogênicos nativos  

 

  Estudos morfológicos são de suprema importância na caracterização de fungos 

entomopatogênicos, pois possuem a capacidade de orientar a identificação taxonômica e, além 

disto, direcionam a seleção de espécimes para a realização de testes de patogenicidade (ALVES, 

1998). Entretanto, se faz necessário a associação com a engenharia molecular que auxiliará e 

complementa na diferenciação das espécies (REHNER et al. 2011).  

  Os três isolados nativos (CVAD01, CVAD02 e CVAD06) e as testemunhas 

(CPATC/032 e CComercial) em estudo apresentaram as mesmas características macroscópicas, 

com crescimento lento, coloração micelial de cor branca, com reverso amarelo claro, topografia 

do micélio cotonoso e textura pulverulenta (Figura 4). 

 

Figura 4: Isolados dos fungos entomopatogênicos nativos repicados em meio BDA 1ª.) Linha 

são o verso dos diferentes isolados na ordem: (a) CVAD01, (b) CVAD02, (c) CVAD06, (d) 

Comercial e (e) CPATC/032; 2ª. e 3ª) Linha do reverso dos diferentes isolados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2020. 

 

  As análises microscópicas dos isolados foram realizadas mediante apreciação de 

fotomicrografias, os caracteres microscópicos apresentaram hifas septadas hialinas, com septos 

uniformes, conidióforos geniculadas, denticuladas em ziguezague, fiálides unicelulares 

aglomeradas e conídios com formato ovoide (Figura 5). No presente trabalho, todos os isolados, 

 

1ª.  

 

2ª.  

 

3ª.  
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apresentaram características morfológicas condizentes para o gênero Beauveria reportadas por 

De Hoog (1972), Fernandes et al. (2011), Rehner et al. (2011) e Kepler et al. (2017).  

 

Figura 5: Características morfológicas dos isolados, apresentando aspectos semelhantes à 

espécie B. bassiana: (A-B) parte micelial e hifas septadas, (C-D) conídios; 40x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte. Autora, 2021 

 

  Segundo Varela e Morales (1996) relataram que a seleção de isolados somente em 

função das características morfológicas não devem ser utilizadas, principalmente quando se 

referem ao gênero Beauveria spp., considerando a ampla variação observada entre linhagens 

(IMOULAN et al., 2017; LIU et al. 2003), sendo necessários estudos moleculares para 

descrição a nível de espécie.  

  De acordo Bustamante et al. (2019) o gênero Beauveria é considerado cosmopolita de 

características  anamórfico e teleomórfico, encontrados no solo e possui a função ecológica de 

causar patogenicidade em artrópodes, incluindo este fungo como espécies ecologicamente e 

economicamente importantes no controle de insetos-pragas (CHEN et al. 2018; KEPLER et al. 

2017; REHNER et al. 2011). A identificação de espécies em Beauveria é difícil devido à sua 

simplicidade estrutural e à falta de características na variação fenotípica (IMOULAN et al. 

2017). Portanto, o uso de dados de sequência de múltiplos locus é essencial para 

estabelecimento a nível de espécies.  

  De maneira geral, o processo de desenvolvimento no ambiente se inicia com a adesão e 

germinação dos conídios ao tegumento do hospedeiro, no qual envolve produção de enzimas e 

diferenciação celular para garantir uma colonização e dispersão eficazes (VALERO-JIMÉNEZ 

et al. 2016; ALVES, 1998). 

  Portanto, este estudo evidencia a importância de estudos morfológicos para fungos 

entomopatogênicos propiciando na otimização dos bioensaios de mortalidade e patogenicidade 

e separação dos grupos que referenciam os fungos, uma vez que as análises moleculares, 

 

A B C D 

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez9.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC6746742/#B8
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez9.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC6746742/#B22
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez9.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC6746742/#B22
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez9.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC6746742/#B43
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demandam um tempo maior para serem concluídas e de grande importância para identificação 

das espécies.  

 

3.3 Avaliação da mortalidade e patogenicidade dos fungos entomopatogênicos nativos em 

Rhynchophorus palmarum.  

 

  A obtenção dos isolados dos FEs nativos que parasitam R. palmarum foram realizadas 

no período de agosto a dezembro de 2018, para obtenção dos isolados, demonstrou-se que o 

fungo ocorre enzooticamente no município de Coruripe-AL, e que, segundo Alves (1998), as 

espécies de fungos entomopatogênicos com maior potencial para serem desenvolvidas como 

bioinseticidas são justamente aquelas cosmopolitas, ou seja, que podem estar presentes no 

ambiente onde o microorganismo será aplicado. 

  O estudo dos cinco isolados, denominados Beauveria bassiana isolados 

CVAD01/CVAD02/CVAD06, e as testemunhas B. bassiana CPATC/032 e B. bassiana 

comercial demonstraram que todos apresentaram germinação de esporos, indicando boa 

qualidade dos isolados, estando aptos a serem submetidos aos testes de patogenicidade. 

Segundo Gonzalez et al. (1993), a qualidade de germinação está diretamente relacionada com 

a viabilidade de conídios e com o tempo de sobrevivência dos isolados. Durante os bioensaios, 

observou-se na superfície do corpo dos insetos as etapas de proliferação dos fungos, 

compreendidos em: início da infecção, inicio do crescimento do micélio, cobrimento e 

esporulação micélio, confirmando o descrito por Valero-Jiménez et al. (2016); Fernandes, 

(2010) e Alves (1998) (Figura 6). Para os três experimentos, mantidos em BOD a 25±2 °C, UR 

de 70±10% e fotofase de 12 horas, o ciclo biológico completo no inseto R. palmarum para os 

isolados B. bassiana isolado CVAD01/CVAD02/CVAD06, B. bassiana CPATC/032 e B. 

bassiana comercial foram de 19, 20, 21, 23 e 25 dias, respectivamente. 

  O processo de desenvolvimento da esporulação iniciou-se nos espiráculos, nos espaços 

intersegmentais da cutícula do corpo, das pernas, nas bases e antenas terminais e do rostro de 

R. palmarum (Figura 6). As mesmas observações para etapa de esporulação foram descritas por 

León-Martínez et al. (2019) ao analisarem a patogenicidade de isolados promissórios de B. 

bassiana sobre adultos de R. palmarum. 
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Figura 6: Ciclo biológico completo no inseto Rhynchophorus palmarum por B. bassiana 

isolados nativos CVAD01 (19 dias), CVAD02 (20 dias), CVAD06 (23 dias) versus as 

testemunhas B. bassiana CPATC/032 (23 dias) e B. bassiana comercial (25 dias). 

Representados por: (A) início da infecção; (B) Início do crescimento do micélio; (C) 

Cobrimento do Micélio e (D) Esporulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2020 

 

 Na tabela 5, com relação a avaliação da mortalidade corrigida dos R. palmarum em 

relação aos cinco isolados de FEs nativos B. bassiana isolado CVAD01, B. bassiana isolado 

CVAD02, B. bassiana isolado CVAD06, B. bassiana Comercial e B. bassiana CPATC/32, 

observou-se que no primeiro experimento, durante os sete primeiros dias, o isolado nativo B. 

bassiana isolado CVAD06, alcançou 50% de mortalidade corrigida, sendo estatisticamente 

diferente (P≤0,05) aos demais isolados B. bassiana isolado CVAD01, B. bassiana Comercial, 

Beauveria  sp. CVAD02 

 Em 14 dias, registrou-se um aumento na porcentagem de mortalidade corrigida dos 

isolados B. bassiana isolado CVAD06 e B. bassiana isolado CVAD01 de 70%, para 21 dias, 

observou-se uma mortalidade corrigida de 100% em todos os isolados B. bassiana isolado 

CVAD06, B. bassiana isolado CVAD01, B. bassiana isolado CVAD02 e B. bassiana 

CPATC/32, apresentando diferenças (P≤0,05) com relação a B. bassiana comercial, a qual 

apresentou um 70% de mortalidade corrigida.  

 Finalmente aos 28 dias de avaliação, os isolados nativos mantiveram 100% de 

mortalidade corrigida e o isolado B. bassiana. Comercial incrementou a porcentagem de 

mortalidade corrigida em 91%. Estes resultados demonstram que principalmente os isolados 

nativos do 14° da avaliação ao 21° dia apresentaram uma mortalidade crescente de 70 a 100%, 

evidenciando que são isolados promissórios para o controle biológico de adultos de R. 

palmarum. 

A 

 

A 
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Tabela 5: Porcentagem de mortalidade dos FEs nativos sobre R. palmarum. PM (Porcentagem de Mortalidade); PMC (Porcentagem de Mortalidade 

Corrigida); T* (Testemunha); DP (Desvio Padrão). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Médias seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si, pelo Teste de Duncan a nível de 5% de probabilidade. 

 

 

 EXPERIMENTO 1 

Dias  

B. bassiana 

CVAD01 
 

B. bassiana 

CVAD02 
 

B. bassiana 

CVAD06 
 

B. bassiana 

CPATC/32 
 

B. bassiana 

Comercial 

PM PMC   PM PMC   PM PMC   PM PMC   PM PMC 

Media  *Media ± DP    Media  *Media ± DP    Media  *Media ± DP    Media  *Media ± DP    Media  *Media ± DP  

7 25 10± 3,768   b  25 10 ± 3,768 b  50 40 ± 4,351 a  8,3 0  25 10± 3,768 b 

14 75 70 ± 5,179 a  58,3 50± 4,291 c  75 70 ± 3,768 a  66,6 60± 4,103   b  66,6 60± 4,103 b 

21 100 100± 3,553 a  100 100± 1,855 a  100 100± 1,855 a  100 100± 1,855 a  75 70± 3,768 b 

28 100 100 ± 3,553 a  100 100± 1,855 a  100 100± 1,855 a  100 100± 1,855 a  91 90± 2,405 b 

               

T 16,6              
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  Na tabela 6, em um segundo experimento, baixo as mesmas condições de bioensaio e 

com uma multiplicação previa de todos os isolados em adultos de R. palmarum, para reativar a 

virulência, mostraram os seguintes resultados: o isolado nativo Beauveria sp. CVAD02, 

apresentou uma  porcentagem de mortalidade corrigida de 50% sendo diferente (P≤0,05) para 

B. bassiana isolado CVAD01, B. bassiana isolado CVAD06, B. bassiana Comercial e B. 

bassiana  CPATC/32, mas quando foi avaliado o experimento até o 14° dias, observou-se alta 

mortalidade dos diferentes isolados, se destacando B. bassiana isolado CVAD01, a qual, 

apresentou mortalidade corrigida de 100%, seguida B. bassiana isolado CVAD02 e B. bassiana 

isolado CVAD06, com mortalidade de 91.6%, sendo diferentes (P≤0,05) das mortalidades 

registradas por B. bassiana CPATC/32 e B. bassiana Comercial com 45 e 50% 

respectivamente.  

  Já para um tempo de avaliação de 21 dias, a mortalidade manteve-se constante, com 

diferença para B. bassiana isolado CVAD06 e B. bassiana. Comercial, que incrementaram sua 

mortalidade em 58 e 54% (Tabela 14). Para o tempo de 28 dias, não houve diferenças na 

mortalidade registrada no tempo anterior de 21 dias. Desta forma, os isolados nativos B. 

bassiana isolado CVAD01, B. bassiana isolado CVAD02 e B. bassiana isolado CVAD06, 

confirmaram possuir uma alta patogenicidade no controle de adultos de R. palmarum. 

  Em referência a tabela 7, novamente com passagens de todos os isolados para reativação 

da patogenicidade em adultos de R. palmarum, continuaram apresentando respostas 

semelhantes as avaliações obtidas nos dois experimentos anteriores. Na avaliação de 

patogenicidade de 7 dias do tratamento, o isolado B. bassiana isolado CVAD06, apresentou 

uma mortalidade de 50%, sendo diferente (P≤0,05) aos demais tratamentos. Já para o tempo de 

14 dias de avaliação, foi o isolado B. bassiana isolado CVAD01 que apresentou maior 

porcentagem de mortalidade registrada com 100%, seguidas B. bassiana isolado CVAD02 de 

91%, mortalidades diferentes (P≤0,05), as mortalidades B. bassiana Comercial, B. bassiana 

isolado CVAD06 e B. bassiana CPATC/32 com mortalidades entre 72 a 75%. Para o tempo 

final de 21 dias, os dois isolados nativos apresentaram a maior mortalidade junto com B. 

bassiana CPATC/32 que incrementou sua mortalidade 91.6%.  
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Tabela 6: Porcentagem de mortalidade dos FEs nativos sobre R. palmarum. PM (Porcentagem de Mortalidade); PMC (Porcentagem de 

Mortalidade Corrigida); T* (Testemunha); DP (Desvio Padrão). 

 EXPERIMENTO 2 

Dias 

B. bassiana 

CVAD01 
 

B. bassiana 

CVAD02 
 

B. bassiana 

CVAD06 
 

B. bassiana 

CPATC/32 
 

B. bassiana 

Comercial 

PM PMC  PM PMC  PM PMC  PM PMC  PM PMC 

Media *Media ± DP  Media *Media ± DP  Media *Media ± DP  Media *Media ± DP  Media *Media ± DP 

7 33 3,3 ± 4,103 b  50 50 ± 4,351 a  25 25± 3,768 c  25 25± 3,768 c  25 25± 3,768 c 

14 100 100 ± 1,86 a  91,6 91,6 ± 2,405 b  91,6 91,6 ± 2,405 b     50 50 ± 4,351 c  50 45,4 ± 2,51 d 

21 100 100 ± 1,86 a  91,6 91,6 ± 2,405 b  91,6 91,6 ± 2,405 b   58,3 58,3± 4,291 cd  58,3 54,5± 4,291 c 

28 100 100 ± 1,86 a  91,6 91,6 ± 2,405 b  91,6 91,6 ± 2,405 b   66,6 63,6± 4,103 d  83 81,8± 3,243 c 

               

T 8,3              

* Médias seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si, pelo Teste de Duncan a nível de 5% de probabilidade. 
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Tabela 7: Porcentagem de mortalidade dos FEs nativos sobre R. palmarum. PM (Porcentagem de Mortalidade); PMC (Porcentagem de Mortalidade 

Corrigida); T* (Testemunha); DP (Desvio Padrão) 

 EXPERIMENTO 3 

Dias 

B. bassiana 

CVAD01 
 

B. bassiana 

 CVAD02 
 

B. bassiana 

CVAD06 
 

B. bassiana  

CPATC/32 
 

B. bassiana  

Comercial 

PM PMC  PM PMC  PM PMC  PM PMC  PM PMC 

Media *Media ± DP  Media *Media ± DP  Media *Media ± DP  Media *Media ± DP  Media *Media ± DP 

7 33,3 33,3 ± 4,103 c  16,6 16,6 ± 3,243 d  50 50 ± 4,351 a  41,6 41,6 ± 4,291 a b  41,6 41,6 ± 4,291 ab 

14 100 100 ± 1,86 a  91,6 91,6 ± 2,405 b  75 72,7± 3,768 c  75 75± 3,768 c  75 75± 3,768 c 

21 100 100 ± 1,86 a  91,6 91,6 ± 2,405 b  75 75± 3,768 c  91,6 91,6 ± 2,405 b  75 75± 3,768 c 

28 100 100 ± 1,86 a  91,6 91,6 ± 2,405 b  75 75± 3,768 c  91,6 91,6 ± 2,405 b  75 75± 3,768 c 

               

T 8,3              

 
* Médias seguidas de letras diferentes na coluna, diferem significativamente entre si, pelo Teste de Duncan a nível de 5% de probabilidade. 
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3.4 Identificação molecular dos fungos entomopatogênicos nativos  

 

  Neste estudo, o uso do protocolo descrito permitiu a extração e a obtenção de DNA dos 

fungos entomopatogênicos nativos de boa qualidade, integridade, pureza e adequado para 

amplificação.  Aproximadamente 544 bases foram determinadas para ITS e 329 bases para TEF.  

  As análises de congruência não revelaram conflito entre os conjuntos de dados das 

sequências ITS e TEF, portanto, eles foram combinados. As árvores ML (Maximum 

Likelihood) e IB (Inteferencia Bayesiana) geradas apresentaram a mesma topologia, portanto, 

apenas a árvore IB foi apresentada neste estudo. O conjunto de dados combinados dos dois 

locos incluiu 24 táxons com Isaria farinosa (ARSEF 4029), Isaria tenuipes (ARSEF 4096) e 

Metarhizium_anisopliae_Gg_14 como táxons de grupo externo possibilitando o enraizamento 

da árvore filogenética e a organização temporal das espécies analisadas.  O alinhamento 

concatenado apresentou 953 caracteres, dos quais 111 eram sítios informativos parcimoniosos, 

762 eram sítios conservados e 185 eram sítios variáveis. Os limites de locus nos alinhamentos 

foram: 1–544 para ITS e 545–953 para TEF. Para análises filogenéticas de IB, de acordo com 

AIC o modelo GTR + I + G foi selecionado para ITS e SYM + G para TEF, e para os dados 

combinados, o modelo foi usado GTR + I + G.  

  Análise filogenética para região ITS e TEF permitiram a delimitação para espécie 

Beuaveria bassiana (Hypocreales) (Figuras 7; 8; 9). Rehner e Buckley (2005) compararam 

sequências da região ITS1-5,8S-ITS2 obtida para cepas de Beauveria spp. e as sequências 

depositadas no banco de dados NCBI, confirmando sua posição taxonômica como pertencente 

a B. bassiana. Esses resultados são semelhantes aos obtidos neste trabalho, uma vez que, as três 

cepas analisadas foram agrupadas taxonomicamente como B. bassiana.  

  Para Rehner et al. (2011) é importante utilizar diferentes regiões gênicas quando se 

refere ao gênero Beauveria spp. devido a simplicidade das suas estruturas morfológicas e assim 

possibilitar a identificação a nível de espécie. Essa relação morfológica também foi descrita por 

Bustamante et al. (2019) descreveram que a identificação das espécies em Beauveria é difícil 

devido à sua simplicidade estrutural e à falta de variação fenotípica distinta, destacando a 

importância dos estudos de sequencias multilocus como cruciais no estabelecimento de limites 

de espécies em Beauveria. 

  Khalid et al. (2018) ao amplificarem os DNAs extraídos dos fungos nativos que 

parasitavam R. ferrugineus, os fragmentos da amplificação foram de 600 bp e homologia de 

100% de similaridade para B. bassiana em relação as sequencias depositadas no GenBank.   
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  Mergulhão et al. (2014) ao amplificarem regiões ITS dos isolados FEs nativos 

originados de diferentes insetos hospedeiros, obtiveram fragmentos de 800 pb e uma homologia 

de 99% para B. bassiana. A região ITS DNA tem sido amplamente utilizada na ecologia de 

fungos e em processos filogenéticos, porém outros locus deverão ser abordados para 

delimitação a nível de espécie (BUSTAMANTE et al. 2019; IMOULAN et al. 2017, 2016). 

  Para Serna-Domínguez et al. (2019) Beauveria bassiana são amplamente utilizados 

como agente de controle biológico contra uma ampla gama de pragas de insetos em todo o 

mundo, associados a diferentes tipos de habitat, hospedeiros e condições ambientais 

(MEYLING et al., 2009 GHIKAS et al., 2010; GASMI et al. 2021).  

  Os dados aqui apresentados demonstraram que os fatores: inseto hospedeiro, origem 

geográfica e patogenicidade possuem excelente relação de controle para os isolados dos FEs 

nativos que parasitam R. palmarum comprovados por bioensaios, possibilitando um melhor 

entendimento da estrutura populacional, ecológica e potencial impacto para serem usados na 

cultura do coqueiro na região de Coruripe-AL. Segundo Alves (1998), as espécies de fungos 

entomopatogênicos com maior potencial para serem desenvolvidas como bioinseticidas são 

justamente aquelas cosmopolitas, presentes no ambiente onde o microorganismo será aplicado.   

  As espécies exóticas de fungos entomopatogênicos utilizadas no biocontrole podem ser 

ineficazes em algumas pragas em decorrência da adaptação a diversidade climática e diferenças 

de isolados relacionadas ao hospedeiro, porém a identificação dos FEs nativos são considerado 

uma alternativa promissora principalmente no que se refere na adequação ecológica com 

espécies de pragas nativas e o menor efeito em organismos não-alvo em comparação com 

isolados exóticas (GOETTEL et al. 2010; IMOULAN et al. 2011; CLIFTON et al., 2019 ; 

HERNANDEZ-TREJO et al., 2019). 
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Figura 7. Árvore filogenética dos isolados dos isolados Beauveria bassiana através da análise 

Bayesiana da região intergênica ITS. Valores de probabilidade posteriores bayesianos >0,55 

são indicados nos nós. Isaria tenuipes e Isaria farinosa foi utilizado como grupo externo. Os 

isolados obtidos neste estudo estão respresedados por CVAD2, CVAD1 e CVD6. A barra de 

escala (0,02) representa substituições de nucleotídeos por sítio. As análises ocorreram por 10 

milhões de gerações usando quatro cadeias e amostradas a cada 1.000 gerações, para um total 

de 10.000 árvores. 
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Figura 8: Árvore filogenética dos isolados dos isolados Beauveria bassiana através da análise 

Bayesiana da região intergênica TEF. Valores de probabilidade posteriores bayesianos >0,82 

são indicados nos nós. Metarhizium anisopliae foi utilizado como grupo externo. Os isolados 

obtidos neste estudo estão respresedados por CVAD2, CVAD1 e CVD6. A barra de escala 

(0,05) representa substituições de nucleotídeos por sítioAs análises ocorreram por 10 milhões 

de gerações usando quatro cadeias e amostradas a cada 1.000 gerações, para um total de 10.000 

árvores.usando MrBayes v. 3.2.3. 
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Figura 9: Árvore filogenética de inferência Bayesiana dos isolados Beauveria bassiana baseada 

em sequências concatenadas dos genes ITS e TEF. Valores de probabilidade posteriores 

bayesianos >0,55 são indicados nos nós. Isaria tenuipes e Isaria farinosa foi utilizado como 

grupo externo. Os isolados obtidos neste estudo estão respresedados por CVAD2, CVAD1 e 

CVD6. A barra de escala (0,02) representa substituições de nucleotídeos por sítio. As análises 

ocorreram por 10 milhões de gerações usando quatro cadeias e amostradas a cada 1.000 

gerações, para um total de 10.000 árvores. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 Os fungos entomopatogênicos nativos identificados neste estudo causaram alta 

patogenicidade e mortalidade para R. palmarum em relação as testemunhas; 

 

 A análise morfológica clássica possibilitou a identificação dos isolados até o nível do gênero 

Beauveria spp; 

 

 Análise filogenética para região ITS e TEF permitiram a delimitação para espécie Beuaveria 

bassiana (Hypocreales). 
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CONCLUSÕES FINAIS 

 

✔ O levantamento bibliográfico realizado nesta pesquisa possibilitou mapear e nortear a 

busca de novos métodos de manejo para o controle de R. palmarum e R. ferrugnieus; 

✔ A extração de compostos orgânicos voláteis de fungos entomopatogênicos nativos por 

meio de aeração é uma técnica que deve ser realizada de maneira correta para que se obtenha o 

máximo rendimento; 

✔ As análises cromatográficas obtidas das amostras dos extratos CVAD01 e CVAD02 

permitiram a caracterização de dois álcoois, três hidrocarbonetos aromáticos, dois 

monoterpenos, três cetonas e três hidrocarbonetos lineares, sendo necessário continuar com 

estudos mais específicos em relação ao comportamento de atração e/ou repelência dos 

gorgulhos da palma, tanto para a escolha dos sistemas de controle ideais para esses insetos; 

✔ A identificação morfológica dos isolados denominados CVAD01, CVAD02 e CVADO6 

confirmou as características para o gênero Beauveria sp.  

✔ A extração e a obtenção de DNA dos fungos entomopatogenicos nativos permitiram 

análises moleculares dos isolados Beauveria sp. CVAD01/CVAD02/CVAD06 de boa 

qualidade, integridade, pureza e adequado para amplificação, obtendo resultados satisfatórios 

nas análises das sequencias. 

✔ As análises filogenéticas agruparam os isolados nativos para o grupo entre as espécies de 

Beauveria bassiana. 

✔ Os isolados nativos de fungos entomopatogênicos nativos em relação ao primeiro 

experimento apresentaram uma mortalidade crescente de 70 a 100% para o 14° ao 21° dia 

avaliação apresentaram. No segundo e no terceiro experimento, baixo as mesmas condições de 

bioensaio e com uma multiplicação prévia de todos os isolados em adultos de R. palmarum, 

para reativar a virulência, confirmaram que os isolados nativos Beauveria sp. CVAD01, 

CVAD02 e CVAD06, possuem uma alta patogenicidade no controle de adultos de R. 

palmarum, que os qualifica como um potencial controle biológico para desenvolver testes 

futuros em estufa e aplicação em campo, para o controle da broca-do-olho do coqueiro na região 

costeira do Estado de Alagoas.  


